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I Base du rspport ■ 

i . En oe .ui concerns ies f^™" ^St^SS 
pasde modifications (regles70.16et70.17)): 



Description, pages: 

,.27 version initiate 

Revendications, N': 

1.37 recue(s) le 

Dessins, feuilles: 

1/6 ^ /6 version initiale 



19/1 1/2001 avec la lettre du 15/1 1/2001 



Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

3-11 d6pos<§es sous couvertd'une lettre du 20.11.2000 

donnee sous ce point. 

c mmm » » «*«— « * «*— «" <" " «* M ~* " **"~ 

sequences : 

B contanu dans la demande Internationale, sous forme 6crite. 

. d , p0 seavec la demande Hemationaie^ 

□ remisulterieurement ^'administration, sous forme ecrrte. 
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4. Les modifications ont entraTne I'annulation ; 

□ de la description, pages: 

□ des revendications, n 08 : 

□ des dessins, feuilles : 

70.2(c)) : 

(Touts mm de remanent comport** das mo**** * «*» « «• **- au "** ' * 
annexte au present rapport) 

6. Observations complemerrtaires, le cas 6ch6ant : 

i" □ Represent rapport a ate formulae comma si aucuna prlorite n'avalt ate revendiquee. du fait qua las 
1 ° n'ont pas ata remis dans .a dalai present : 

□ copie da la demanda anterieure dont la priorita a ate revendiquee. 

□ traduction da la demande anWriaure dont la prlorite a eta ravandiquSe. 

2 □ La prasent rapport a eta tormu.ee comma si aucuna prlorite n'ava* ate revendiquee. du M qua hi 
revendicationdalaprioritea^jug^nonvalabla. 

Pour las basons du present rapport, la date da depot international^ plus naut est done 
consideree comme la date pertinente. 

3. Observations complementalres, le cas echeant : 
voir feuiMe separee 

,,, AbS enca de formu.at.on d'opin.on quant a la nouvaaute, rac«v«e inventive at la possible d'appUca,^ 

,ndUStr ' elle . ,, invpn ,i 0 n revendiquee semble Stre nouveau, impliquer una activity inventive 

" JySEJSSTi 'aSr^X^S inous*a. te rt» Pas - — ee pour ce qui concame : 
□ i'ensemble de la demande Internationale. 
H les revendications n<* 35 partiellement. 

parce que : 

preliminaire international (prSdser) : 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FROQ/02429 

□ la description les revendications ou les dessins (en indiquer les elements ci-dessous), ou les revendications 
n 05 en question ne sont pas clairs, de sorte qu i! n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(pr£ciser) : 

□ les revendications, ou les revendications n~ en question, ne se fondent pas de facon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

H il n'a pas ete etabll de rapport de recherche intemationale pour les revendications n<* 35 partiellement en 
question. 

2 Le listaae des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas confonne a la norma prevue dans 
I'annexe C des instructions administrates, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen preliminaire 
international significatif: 

□ le listage presents par ecrit n'a pas ete foumi ou n'est pas conforme a la norme. 

□ le listage sous forme dechiffrable par ordinateur n'a pas ete fourni ou n'est pas conforme a la norme. 

IV. Absence d'unite* de invention 

1 . En reponse a I'invitation a limiter les revendications ou a payer des taxes additionnelles, le deposant a 

□ limite" les revendications. 

□ paye des taxes additionnelles. 

□ pay6 des taxes additionnelles sous reserve. 

□ ni limite les revendications ni paye des taxes additionnelles. 

2 IS L'adrninistration chargee de I'examen preliminaire international estime qu'il n'est pas ^^J^ nce 
d'unite d'invention et decide, conformement a la regie 68.1 , de ne pas mviter le deposant a l.mrter les 
revendications ou a payer des taxes additionnelles. 

3. L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime que, aux termes des regies 13.1 ,13.2 et 
13.3, 

□ il est satisfait a I'exigence d'unite de I'invention. 

El II n'est pas satisfait a I'exigence d'unite de I'invention, et ce pour les raisons suivantes : 
voirfeuille separee 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande Internationale ont fait I'objet d'un examen preliminaire 
international lors de la formulation du present rapport : 

(2 toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n°* . 
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a «i„n i-flrticle 35(2) quant a la nouveaute, l activite inventive et la posalbilite 

1. Declaration 
Nouveaute 

Activity inventive 



Oui : Revendications 

Non: Revendications 1,2,7,9-13,16-18,20,25.31 

Oui : Revendications 

Non: Revendications 1-22,25,30,31,35 



Poss^eo.appi.cat.on induce,, Oui: == 1-22,25.30,31 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1 . Certains documents publies (regie 70.10) 
et/ou 

2. Divulgations non ecrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 



VIII Observations relatives a la demande Internationale 

- n**c <ont iaites au suiet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
YJX^^X SI se indent enticement su, la description : 

voir feuille separee 
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o^nmpnts cites 

1 . || est fait reference aux documents suivants: 

D1: WANG B. eta,.. AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROV.RUSES, 9(9), 

1993,0849-860 " 
D2- LIN L. af a'-, PLACENTA, 20(1), janvier 1 999, P109-116 

1185 

Z Sa^!^RNAL OF V, R OLOOY. 7 3 ( S>, - 1999. ^ 
D7 : RASKOJ.E.J.efay.,PNAS.96(5),ma re 1999,p2129-2134, 

C^prprnant 1e PQjDll 
Base du rapport 

2 . Un nouveau jeu de revendications 1-37 a ete IntroduK avec la lettre datee du 
15.11.2001. 

*««n, 1 -22 25 30, 31 , 35 n'etendent pas I'objet de la demande 

sont conformes a I'Article 34(2)(b) PCT. 

m-m-a-c •>&. 2G-29 32-34, 36, 37 ne sont pas 
b. Les revendications modifiees 23, 24, 26 29, *c . 

* it a <W9^ fM PCT pour les raisons suivantes. 

conformes a I'Article 34^H D ; ro ^ u i„«.*i rt n 91 ou 22 

j y« vise une utilisation selon la revendication 21 ou ^ 
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_ n i E Y>ueu Demande internationale n< PCT/FR00/02429 
ggSSlN^ - ™" SEPAREE 

^rnrttmm het6rologi.es ou autologues ainsi qu'un ou plusieurs compost 

^ pCpepS* « que d«W dans una qualconqua das -avand,ca«o s 1 a 9 
2»" ™c£ur de ,nsrapla. « vis. nontenant una — ~ m P°«>" 
2ta las ravandicatlons 21 au 22 caractsris6a an ca qua M 

r r rrra — on^and dona «*- da ,a dan™* a,da* 
* ^^rr^^n^avva. da ^pa MUV, an 

" T^^M* 30 anginales maia alargil W <*)«. La camposn.on 
„vand,cationa 29 al 30 °"?'na o*M» mais 

3 IcaKa "pas unique-nan, cona«ua auna * — una 
„S.» tails qua dafinla dans fun. qualconqua das ,avand«*K,ns «« 
IZd «£L compost indaennWs (la .arma 'aomprantf pouvant a»a 
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formation de syncytia pour detruire les cellules cancereuses. La meme objection 
Slque a * la revendication 33. et a robjet de la revend.cat.cn 34 qu, 
depend de la revendication 32 et 33. 

- la revendication 36 vise I'utlllsatlon d'un gene d'interet therapeuttque codant 
pour un ligand pour fobtention d'un medicament destine (1) a prevenir une 
deficience dans Elaboration du placenta ou (2) a prevemr une defence dans la 
formation natureHe de tout autre type de syncytia, .adite deficience etant assoc.ee 
a une pathologie. II n'y a pas de base dans la demande telle que daposee pour 

• .'option (2). Les passages de la description page 8 ligne 3-7 et page 12 l.gne 16- 
25 constituent uniquement une base pour ('option (1). _ 

- L'obiet de la revendication 37 visait originellement un vecteur de therap.e 
comprenant a sa surface le recepteur de .a proteine de SEQ ID N'1 pour abler 
r l.es produisant la proteine identifies en SEQ ID IT 1 de facon const ,tut,ve 
ou induite. II vise malntenant .-utilisation dudit recepteur pour obten.r un vecteur de 
therapie genique destine a cibler des cellules produisant .a proteine '^'^ 
SEQ ID N°1 de facon constitutive ou induite. II peut s'agir d'un vecteur de therap.e 
c mprenant a sa surface .edit recepteur comme d'un vecteur de therap* g^ue 
ne comprenant pas a sa surface .edit recepteur. I. y a done 

, a revendication 37 et aucune base n'est trouvee dans la demande ong.nale pour 
cette extension. 

En consequence lesdites revendications 23, 24. 26-29, 32-34, 36, 37 ne sent pas 
LrptabL et aucune opinion ne sera formulae quant a ^,Cer^ est 
done etabli uniquement sur la base des revend.cat.ons 1-22, 25, 30, 31, 35. 

r ^p^r M nt point .1 
Priority 



3. 



Apres analyse de la presente demande, il a ete trouve que les dates de pnont6 ne 
Co* paT valablement revendiqu.es pour toutes les revendications. En effet. 
robiet des revendications 7, 8 concerne le domaine transmembrane et 
cySo iasmique (fragment 448-538 de la SEQ ID N1> du polypeptide env du v.rus 
HERV W Or cat ob]et est support* par de nouveaux results expenmentaux 
(exemple 4) qui ne sent pas presents dans les documents de priorite. Les .dates 
de Ste F>1 et P2 ne sent done pas valab.es pour les revend.cat.ons 7-8, 12-20, 
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ESS^^ — 

25 et pour .a partie des revendications 9-11, 21-22, 30. 31 qui fait reference a ces 
fevXtions. Les differentes revendications ont done tes dates su.van.es. 

P1(01.09.1999> revendications^ (completes), revendications 9-11, 21-22,30 
(partielles) 

P2 (15.09.1999): revendications 5, 6, 35 (completes), revendication 31 (pattella) 

■ Date de de P 6t. revendications 7-8. 12-20. 25 (completes), revendications 9-11. 
21-22,30,31 (partielles) 

possibilite d application industrielle 

. , -ji^-tinn 15 n'ont Das ete recherchees en ralson 

66.1(e) PCT)c'est a dire: 
loc parties avant trait au recepteur nATB . 

"£^^==^^^---» 

N°1. 

rnnrrrw*"* '» P oint IV 
Absence dunite de I'lnventlon 

5 . La demande de brevet presente un defaut d'unlte tflnvention au sens 
delaRegle13PCT. 
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ssS^^ — — 

hoc 7 <j ei-dessous) Done, aucun V>l*ment technique 
V r^2S 1 2 PClTn^ P^ent entre .es differentes revendications. 
E a r «cui!er , (Regie 1 3.2 HO i ) n esi h qu'elles 
^^vendications ne sont done pas l*es entre e es £M ^ 

ne torment qu'un seu, concept ^nies. 

objection, tiH^^V^^ZTc** le dossier serait 
Toutefois cette objection seraj>yjyje par I IPEA dans .e 

poursuivi en phase reglonale devant POEB. 
Cgnc ernant le point y nouveaute, I'activite inventive 

cette declaration 

Nouveaute - Article 33(2) PCT 

,«■ mo «t Ho <iEQ ID N'1 d'au moins cinq acides amines' 
6 . uemploi des termes "fragment £ SEQ ID N cation 1 ligne 10) , et 

(revendication 1 ligne 7), "fragment de SEQ ID N I t rf . ^ 

[•absence de las suites de 20 

^ it STStJS (revendications 1,2,7) eiargissent 

C^^S- * des proc6d6s de d T on de prot6ines 

aucun raPPort avec la proteine de »a presente demande. 

Par example: ^ am|n ^ ^ gUe le fra gment 

- un fragment de .SEQ© N 1 a ^ dans ^ s(§quence 

SE0 ID (ou la aequence «8-538 de * SEQ B -J^^ 20 
acides amines da la SEQ ID N 1 (ou nuance 448-538 de la 

r^^ctrraSrsS^sEo,,^ 
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etre le polypeptide envdes retrovirus HTLV-.I ou ERV-3 (voir document D1 et 
D2). . , . q 0 q0 ou g5 p/ 0 d'identit^ avec un fragment 

D1 et D2). 

*:A rt ci 2 7 9-11 est anticipe paries 
documents Dl et D2 decnvanxu y 6v idence de la 

& pi 1 4 col. de gauche paragraph© 1 , fig. 5 et 6). 

r , tere „c, "^^.^l . » enema pieman, un 
rtuovaus h u mam andogan. HERV W «* ™ ' dfeliw . par tielle da la 
.ragman. nu.le.tid.qu. ..mpranan, JL descMs 

SEQ ID N°11 ^7). » «-» ;^™^cln . JU<igu, da fcdi,. 

18, 20, 25, 31 (Article 33(2) PCT). 

,-obiet des revendications 16-18, 20. 25, 31 (Article 33(2) PCT). 
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■ 

Le document D5 concerne .'identification dun clone d'ADNc AJ172.2 ! ayant la 
Le aocumen proteine envde SEQ ID N 4 

sequence nucl6otld '^ e ^ l21 /pSO .24). I. dec.it ega.ement 

du retrovirus huma,n ""^^^ moyen dun vecteur depression 

^h?T. J5^^ W U '-ument D5 est done prejudidabie a .a 
r— ^ 12,13, 16-2C 25, 31 (Arlicie 33(2) POT). 

,. es t a noter que .Election de nouveaute des revendications 12 et 13 est due a 

r TS1 'fraamenf Un fragment dun acide nucleique codant pour un 
remplo, du terme re vendication 8 peut etre interpret* (1) comme 

polypeptide te. que define ^ tlde qui commenC e a I'acide amine 

un fragment nucle.que codant pour * P^W ^ , 

L'option (2) est anticipe par les documents D3 et D5. 
Activite inventive - Article 33(3) PCT 

12 Lobiet des revendications 3*. 8 n'est trouve dans i'etat de la technique mis a la 
12. L objet^des rev reV endications est done nouveau 

mfn "^(2) PCT. Toutefois i. .implique pas .nvenfve 
tl qTe definie par .'Article 33(3) PCT pour la raison su,vante. 

. m e t n? oui oeuvent etre considers indifferemment comme 

am des -ammrus HTLV J" " JJ^,. d8 te (or „, rtio o da syncytia (D1 , 
proves) par la nase pa, '« ^ en e « e ^ de 9auche damia, parag-apha. 



1,flg.5et6). 
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Par consequent, I'objet des revendications 3-6 differs de I'objet de D1/D2 en ce 
que la proteine dont on detecte ^expression est la proteine envdu retrovirus 
HERV-W au lieu d'etre la proteine env des retrovirus apparentes HTLV-II et ERV- 

3. 

Aucun »ffet technique n'est associe a cette difference. 

i 0 gfl „i nrobleme que se propose de resoudre la presente demande est done de 
fournir une proteine env alternative avec un pouvoir fusogene. 

La^olution a ce probleme proposee par la presente demande est la proteine env 
du retrovirus HERV-W. 

Les documents D3 et D4 suggerent la capacite fusogene de la proteine envdu 
retrovirus HERV-W: D3 observe I'expression restreinte de I'enveloppe de HERV- 
W au niveau du placenta et evoque la possibilite d'un r6le t M soqenique de ladite 
onw g „ niveau de* ^n.-t ynes nellulaires du placenta ( P 3 117-19); D4 evoque un 
r6le de ladite proteine dans la formation du tissu syncytiotrophoblast du placenta 
( P 1 184 I3-4), e'est a dire dans la formation de syncytia a partir des cellules du 
cvtotroplast. Par consequent, I'lPEA considere qu'il serait evident pour I'homme 
du metier de considerer la possibilite de combiner I'enseignement du document 
D3 ou D4 avec I'etat de la technique le plus proche D1/D2 pour resoudre le 
probleme pose. En d'autres termes, il serait evident au vu de I'enseignement de 
D3 et D4 de penser a tester, et cela avec une esperance de reussite raisonnable, 
le pouvoir fusogene de la proteine env du retrovirus HERV-W. Par ailleurs, cette 
proteine env alternative ne possede aucun effet ou propriety inattendue qu. 
n'aurait pu etre prevu par I'homme du metier. En consequence I'objet des 
revendications 3-6 n'implique pas tfactivite inventive telle que definie par I'Article 

33 PCT. 

Concernant I'objet de la revendlcation 8 e'est a dire le domaine 
transmembrane et cytoplasmique de la proteine env d'HERV-W, II est a noter 
que, bien que son implication dans le role fusogene d'envsoit nouvelle, cet objet 
n'est pas considere comme inventif car determiner les domaines de ladrte 
proteine impliques dans le pouvoir fusogene releve de demarch s techniques de 
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routine pour ITiomme du metier, d'autant plus que la position des domaines 
luminale, transmembranaire et cytoplasmique de ladite proteine est rev<*l<§e dans 
Tart anterieur (cf documents D3 et D4). 

13. L'objet des revendications d'utilisation et de procede 14, 15, 21 , 22, 30 et 35 

est conforme au critdre de nouveaute dSfini par I'Artlcle 33(2) PCT. Cependant 
Slant donne que I'art anterieur D3 et D4 divulgue le rdle fusogenique de la 
proteine envdu retrovirus HERV-W au niveau du placenta, et quantifier les 
domaines de ladite proteine impliques dans la capacite fusogene ne dSpasse pas 
les connaissances et competences normales de I'homme du m6tier, I'IPEA 
consid^re que son application therapeutique n'implique pas d'activite inventive 
telle que dSfinie par I'Article 33(3) PCT. 

Concernant le point VI 
Certains documents cites 



1 



4. Certains documents publics (rfegle 70.1 0) 



Demands n" 
Brevet n" 



WO99/60020 



Date de publication 
(jour/mois/annte) 

25.11.1999 



Date de ctepot 

(jour/mois/ann^e) 

17.05.1999 



Date de priorite 
(vaiablement ravendlquee) 
(jourftnois/annte) 

18.05.1998 
20.10.1998 



L'attention de la demanderesse est attire sur le fait que le document WO99/60020 
sera consid6r6 comme art anterieur dans certains Etats contractants du PCT. 
LOEB par exemple, considfcrera ce document comme prejudicial a la nouveaute 
de l'objet de la ptesente demande (Articles 54(3) et (4) EPC) dans la mesure ou 
les m§mes Etats contractants sont dSsignes (voir page 25 17-22, page 28 I29 a 
page 29 I25, exemple 1). 

ftnncernant le point VIU 

Observations relatives a la demande internationale 

15. Dans les revendications 1, 12, 16, 18, 21, 22, 31, le terme 'fragment' est 

imprecis car il ne dSfinit ni la taille, ni la position du fragment. II englobe done un 
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nombre infini de possibles et etend la protection demandee a des 
proteines/genes n'ayant aucun rapport avec ceux de la presente demande. Par 
consequent, lesdites revendications ne satisfont pas aux conditions requises a 
TArticle 6 PCT (manque de clarte, manque de fondement). 

15 Dans les revendications 1, 2, 5, 7. I'absence de specification de la longueur de la 
sequence avec laquelle les suites de 20 acides amin6s ont 80, 90 ou 95% 
d'identite elargit egalement la protection demandee a des proteines n'ayant aucun 
rapport avec la prot6ine de la presente demande (Article 6 PCT, manque de 
clarte, manque de fondement). 

16 Le terme 'ligand' (revendication 35) est vague et imprecis et laisse un doute 
quant a I'etendue de la protection demandee car il definit le compose par sa 
fonction et non par ses caracteristiques structurelles. Ce mode de definition ne fait 
pas reference un compose ou groupe de composes precis mats englobe un 
nombre infini de composes pouvant avoir des compositions chimiques tres 
differentes. Par consequent, I'objet de ladite revendication ne satisfait pas aux 
conditions requises a ('Article 6 PCT (manque de clarte, manque de fondement). 

17 Les expressions 'au moins', 'en outre', 'entre autres" (revendications 17-20, 31) 
sont vagues et imprecises et laissent un doute quant a I'etendue de la protection 
demand6e (Article 6 PCT). 
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REVENPICATIOMS 



1. Precede de detection de l'expression d'une proteine ou d'un polypeptide 
5 d'enveloppe dun retrovirus endogene humain, caracterise en ce que la proteine ou le 
polypeptide presente une sequence polypeptidique qui comprend la sequence SEQ ID 
NO 1 ou un fragment de SEQ ID NO :1 d'au moins cinq acides amines ou une 
sequence presentant, pour toute suite de 20 acides amines, au moins 80%, de preference 
au moins 90%, ou encore au moins 95% d'identite avec la sequence SEQ ID NO.l ou 
10 avec un fragment de SEQ ID NO .1, et en ce qu'on detecte le pouvoir fusogene de ladite 
proteine ou dudit fragment dans des cellules d'un tissu ceUulaire ou d'une culture 
cellulaire, par la mise en evidence de la formation de syncytia. 

2. Procede de d6tection de l'expression d'une proteine ou d'un polypeptide 
d'enveloppe d'un retrovirus endogene humain, caracterise en ce que la proteine ou le 
15 polypeptide presente une sequence polypeptidique prfcentant. pour toute suite de 20 
acides amine*, au moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moms 95% 
d'identite avec la sequence SEQ ID NO.l, et en ce qu'on detecte le pouvoir fusogene de 
ladite proteine dans des cellules d'un tissu ceUulaire, ou d'une culture cellulaire par la 
mise en evidence de la formation de syncytia. 
20 3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la proteine 

est codee par le gene em du retrovirus endogene HERV-W. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la proteine est 
codee par un cadre de lecture ouvert situe sur le chromosome 7 du genome humaia 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la proteine 
25 presente une sequence polypeptidique presentant, pour toute suite de 20 acides amines, 

au moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 95% d'identrte avec la 

sequence SEQ ID NO: 1. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que la prot&ie 

presente une sequence polypeptidique qui consiste en SEQ ID NO: 1. 
30 7. Procede selon le revendication 1, caracterise en ce que le polypeptide 

presente une sequence polypeptidique presentant, pour toute suite de 20 acides amines, 
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10 



15 



25 



au moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 95% d'identite avec la 
sequence polypeptidique qui commence A 1'acide amine 448 et se termine A r acide amine 

538 deSEQIDNO:l. 

8. Precede selon la revendication 7, caracterise en ce que le polypeptide 
presente une sequence polypeptidique qui commence A 1'acide amine 448 et se termine a 

1'acide amine 538 de SEQIDNO : 1. 

9. Precede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que les cellules dudh tissu ou de ladite culture cellulaire sont choisies 
parmi les cellules osseuses, les ceUules musculaires, les ceUules placental, les cellules 
endotheliales, en particulier des vaissaux sanguins, les cellules epitheliales, les cellules 
gUales et les cellules tumorales ou issues de Ugnees cellulaires tumorales. 

10. Precede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la detection du pouvoir fusogene de ladite proteine consiste a : 

obtenir un vecteur d'expression de ladite proteine a partir duquel 
^expression de la proteine ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, de 

preference un promoteur fort, 

transfecter des ceUules par le vecteur obtenu pour obtenir des ceUules 

productrices, exprimant A leur surface ladite proline, et 

observer la formation de syncytia ou l'absence de formation de syncytia. 

11. Precede selon l'une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que la detection du pouvoir fusogene de la proteine consiste a : 

obtenir un vecteur d'expression de ladite proteine A partir duquel 
.'expression de la proteine ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, de 

preference un promoteur fort, 

transfecter des ceUules par le vecteur obtenu pour obtenir des cellules 

productices, exprimant A leur surface ladite proteine, 

co-cultiver des ceUules nalves mdicatrices exprimant A leur surface un 
recepteur de ladite protSne en presence desdites ceUules productrices, et 

observer la formation de syncytia ou l'absence de formation de syncytia. 
12. Utflisation d'un gene ou d'un acide nucleique ou d'un fragment de gene 
ou d'un acide nucleique codant pour une proteine ou un polypeptide tels que definis 



FEUILLE MODIFIEE 



11/12 01 MAR 09:22 [N° TX/RX 85731 @018 



15 



dans la revendication 8. dans des conditions appropriees permettant son expression, 
pour preparer une composition therapeutique ou prophylactique. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que ladite 
composition est destinee au traitement de cancers. 
s 14. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en, ce que ladite 

composition est destinee a prevenir une deficience dans l'elaboration du placenta ou a 
prevenir une deficience dans la formation natureUe de tout autre type de syncytia, ladite 
deficience etant associee a une pathologic 

15. Utilisation selon la revendication 12, 13 ou 14, caracterisee en ce que la 
10 composition est destinee a un traitement par therapie genique. 

16. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant un fragment 
de gene ou d'acide nucleique codant pour un polypeptide tel que defini dans la 

revendication 7 ou 8. 

17. Composition selon la revendication 16, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre un promoteur h&erologue ou autologue, de presence heterology, 
pour l'expression de ladite protfine ou audit polypeptide. 

18. Vecteur d'expression comprenant au moms un fragment de gene ou 
d'acide nucleique codant pour un polypeptide tel que defini dans la revendication 7 ou 8, 
et des elements necessaires a son expression dans une cellule note. 

19. Cellule hate comprenant au moins un vecteur selon la revendication 18. 

20. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant au moins un 
vecteur d'expression selon la revendication 18. 

21. Utilisation d'une composition selonla revendication 16, 17 ou 20, ou 
d'une composition comprenant comprenant un gene ou un acide nucleique ou un 

2$ fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une proteine ou un polypeptide tel 
que defini a la revendication a t'une quelconque des revendications 1 a 6, pour 
l-obtention d'un medicament destine au traitement de cancers par destruction des 
cellules cancereuses au moyen de la formation de syncytia. 

22. Utilisation d'une composition selon la revendication 16, 17 ou 20, ou 
d'une composition comprenant comprenant un gene ou un acide nucleique ou un 
fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une proteine ou un polypeptide tel 



20 



30 
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que defini a la revendication & Tune quelconque des revendications 1 a 6, pour 
I'obtention d'un medicament destine a prevenir une deficience dans relaboration du 
placenta ou a prevenir une deficience dans la formation naturelle de tout autre type de 
syncytia, ladite deficience etant assoctee a une pathologic 
5 23, Utilisation selon la revendication 21 ou 22, caracterisee en ce qu'elle 

comprend en outre un promoteur hetexologue ou autologue, de preference heterologue, 
pour l'expression de ladite proteine ou dudit polypeptide. 

24. Utilisation selon la revendication 21 ou 22, caracterisee en ce que ledit 
gene ou acide nucleique ou ledit fragment de gdne ou d'acide nucleique est integre dans 

10 un vecteur de therapie genique. 

25. Vecteur de therapie genique comprenant un polypeptide tel que defini 

a la revendication 7 ou 8. 

26. Vecteur selon la revendication 25, choisi parmi un vecteur retroviral de 
type MLV, un vecteur lentiviral pseudotypes par une proteine ou un polypeptide tei que 

15 defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 8, un vecteur synthetique. 

27. Composition therapeutique comprenant, entre autres, un vecteur de 
therapie tel que defini dans Tune des revendications 25 et 26 et une sequence d'acide 
nucleique ou un oligonucleotide anti-sens. 

28. Composition therapeutique comprenant, entre autres, un vecteur de 
20 therapie tel que defini dans Tune des revendications 25 et 26 et un gene d'interet 

therapeutique. 

29. Composition therapeutique comprenant, entre autres, un vecteur 
cellulaire comprenant une cellule exprimant une proteine ou un polypeptide tel que 
defini dans Tune quelconque des revendications 1 & 9. 

25 30. Procede pour la selection de drogues ou substances medicamenteuses 

ou de systemes gene/pro-drogue susceptibles d'intervenir qualiutivement et/ou 
quanutativement sur le pouvoir fusogene d'une proteine ou d'un poypeptide tel que 
defini dans Tune quelconque des revendications 1 A 8, selon lequel on met en contact 
ladite drogue ou substance medicamenteuse ou ledit systeme gene/pro-drogue avec des 

30 cellules d'une culture cellulaire exprimant ladite proteine ou ledit polypeptide et, on 
observe une regression ou une disparition dans la formation de syncytia. 
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31. Composition therapeutique comprenant, entre.autres, une sequence 
d'acide nucleique ou un oligonucleotide anti-sens susceptible de s'hybrider a un gene ou 
un fragment de gene ou a un acide nucleique ou fragment decide nucleique codant pour 
une proteine ou un polypeptide tel que defini dans Tune quelconque des revendications I 

5 a S: 

32. Utilisation d'un ligand susceptible de reconnaitre et de se Her au 
recepteur de la proteine definie en SEQ ID NO :1, pour l'obtention d'un medicament 
destine au traitement de cancers par destruction des cellules cancereuses au moyen de 
formation de syncitia. 

l0 33, Utilisation d'un ligand susceptible de reconnaitre et de se lier au 

recepteur de la proteine definie en SEQ ID NO; 1, pour l'obtention d'un medicament 
destine a prevenir une deficience dans 1' elaboration du placenta ou prevenir une 
deficience dans la formation naturelle de tout autre type de syncytia, ladite deficience 
etant associee a une pathologie. 

15 34. Utilisation selon la revendication 32 ou 33 , caracterisee en ce que le un 

ligand choisi parmi un anticorps monoclonal, un anticorps polyclonal, un anticorps 
transmembranaire ou un fragment desdits anticorps, une molecule mhibitrice, ledit ligand 
etant specifique du recepteur de la proteine definie en SEQ ID NO : 1 

35. Utilisation d'un gene d'interet therapeutique codant pour un ligand 
20 susceptible de reconnaitre et de se lier au recepteur de la proteine ddfinie en SEQ 

IDNO:l, et etant place sous le controle des elements necessaires pour assurer son 
expression in vivo, pour l'obtention d'un medicament destine au traitement de cancers 
par destruction des cellules cancereuses au moyen de formation de syncitia. 

36. Utilisation d'un gene d'interSt therapeutique codant pour un ligand 
25 susceptible de reconnaitre et de se lier au recepteur de la proteine definie en SEQ 

IDNO:l, et etant plac6 sous le controle des elements necessaires pour assurer son 
expression in vivo, pour l'obtention d'un medicament destine destine a prevenir une 
deficience dans i'elaboration du placenta ou prevenir une deficience dans la formation 
naturelle de tout autre type de syncytia, ladite deficience eiant associee a une pathologie. 
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37. Utilisation du recepteur de la proline identifiee en SEQ ID NO ;1, 
pour obtenir un vecteur de therapie genique destine a cibler des cellules produisant la 
proteine identifiee en SEQ ID NO : 1 de fagon constitutive ou induite. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 

du mandataire 

BQ5B3454W0 



Demande internationale n° 

PCT/FR 00/02429 



P>mm SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche miernationale 
POUR SUITE (formulaire pcT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 
A DONNER 



Date du depot in\emai\ona\(jour/mois/annee) 

01/09/2000 



(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

01/09/1999 



Deposant 



Le present rapport de recherche in.erna.iona,e, etabti par .'administration charge* de la ^recherche Internationale, est transmis au 
dlposan! I coXrmement k rartide 18. Una cople en est transmise au Bureau .nternaUonal. 

Ce rapport de recherche internationale comprend J feuilles. 

[X] I. est aussi accompagne dune copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 

1 Base du rapport 

' a En ce qui concerne la langue, .a recherche internationale a ete effectuee sur la base de U> .demande internationale dans ia 
Ing^dkns la^ueTle elte ! ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme pomt. 

□ ,a recherche international a ete effectuee sur .a base dune traduction de ,a demande international remise a .'administration.! 

b En ce qui concerne .es sequences de nuCeoBdes ou d'acides amines div^guees dans la demande InternaHonaie (le cas echeant) 
fa rethlrche intemationatea ete effectuee sur la base du listage des sequences . 
|X| contenu dans la demande Internationale, sous forme ecnte. 
[X] deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



remisuiteneureniBiuaiau „ ou «u V .., ~ . 

La declaration, selon iaque.le le listage des sequences pre sen te par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon Iaque.le les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identJques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



2. [T] II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas talre I'obiet dune recherche (voir le cadre I). 
3 Q n y a absence d'unite de I' invention (voir le cadre II). 

4. En ce qui concerne le titre, 

|X| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| — | Le texte a ete etabli par radministration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

rrn le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 

sugg6ree par le deposant. 
|X] parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 
| | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 

Formulaire PCT/lSA/210 (premiere feuille) Quillet 1998) 



| I Aucune des figures 
1 — n'est a publier. 



# 



Demande internationaie No. PCT/fR 00 A2429 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/1SA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



La revendi cation 33 presente a trait une tres grande variete de composes. 

Un fondement au sens de L'Article 6 PCT et/ou un expose au sens de 

T Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour un petite partie 

des composes. Par consequent, la recherche a ete limitee aux parties des 

revendi cations qui presentent un fondement et un expose, c est-a-dire les 

parties ayant trait au polypeptide de SEQ ID N0:1 ou aux fragments dudit 

polypeptide. 

Les revendi cations 34-37 presentes ont trait une tres grande variete de 
composes. Un fondement au sens de L'Article 6 PCT et/ou un expose au sens 
de T Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour un petite 
partie des composes. Par consequent, la recherche a ete limitee aux 
parties des revendications qui presentent un fondement et un expose, 
c'est-a-dire les parties ayant trait au polypeptide RDRl/ATBo, qui est le 
recepteur de retrovirus du type D et aussi un transportateur de acides 
aminees neutrales (ATBo) (voie exemple 3). 

La revendi cation 34 presente ont trait une tres grande variete de 
composes. Un fondement au sens de L'Article 6 PCT et/ou un expose au sens 
de T Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour un petite 
partie des composes. Par consequent, la recherche a ete limitee aux 
parties des revendications qui presentent un fondement et un expose, 
c'est-a-dire les parties ayant trait au polypeptide de SEQ ID NO: 1 , aux 
anticorps monoclonaux, polyclonaux ou transmembranaires diriges contra le 
recepteur du polypeptide de SEQ ID N0:1 (le polypeptide RDR1/ATB0) 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuyent /aire 
obligatoirement l'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66 1(e) 
PCT) Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par 1 Old 
agissant en qualite d'administration chargee de 1'examen preliminaire 
international est, normalement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait l'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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Selon la dassiflcation internationale des brevets (CIB) ou a la Ms selon la classification nationale et la CIB 



B nOMAINES SUB LE SOUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimal consul.ee (system e de cScaUoTi suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12N C07K A61K A61P 



„,a,ionconsu,,^au^ 13 reCherCh9 



Base de donn.es Second ^ au couts de .a recnerche international (no m de ta base de donnas, e, 5 55^ termes de recnercne „ 

BIOSIS EPO-Internal . DPI Data, PAJ, STRAND, EMBL, GENSEQ, MEDLINE, SCISEARCH, 
CHEM ABS Data, BIOTECHNOLOGY ABS 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ' 



Identification des documents cites, avec. te cas echeant. vindication des passages pertinents 

WO 99 02696 A (BIO MERIEUX ;BESEME 
FREDERIC (FR); BLOND JEAN LUC (FR); BOUTON 
OLD 21 Janvier 1999 (1999-01-21) 



UL1 J t-i jaii* ici v ---- 

page 8, ligne 35 -page 9, ligne 4 
revendi cations 12,20 
page 3, ligne 17-19 



-/- 



no. des revendications visees 

13, 

15-21, 
23-31, 
33,34 



1-6, 

10-12, 

22,23,32 



p^~[ voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 

° Categories speciales de documents cites: 

•A' document definissant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
■E* document anterieur, mais publie a la date de depot international 

ou apres cette date 
■L' document pouvant jeter un doute sur une reve 1 n l « lic f ^"^^ 
priorite ou cite pour determiner la date de publication id une 
autre "citation ou pour une raison speciale (telle qu'.ndiquee) 
•<y document se referant a une divulgation orale. a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
•p- document publie avant la date de d6pot international, mais 
posterieurement a la date de pno nte revendiguee 

Date a laquelle la recherche internationale a ete eftectivement achevee 



19 decembre 2000 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 

"T document ulterieur publie aprfes la date de ^^mational ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le pnncipe 
ou la theorie constituant la base de Invention 

■y document narticulierement pertinent; rinven tion revendiquee ne peut 

X ^rS wnsffi^ oomme nouvelle ou comrne impltepjant une activite 
inventive par rapport au document considere isoiement 

■Y' document particulierement pertinent; rinven tion re vendjqu6e 

ne peut etre consideree comme impliquant une activrte inventive 
torque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 
Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 

29/12/2000 



Norn et adresse postaie de Tadministration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
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Fax: (+31-70) 340-3016 
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, This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of li sheets, including this cover sheet. 

• a u„ AxrwFYFS i e sheets of the description, claims and/or drawings which have been 

iffl^^^r! re P sr ons madebefore thisAu,horit y(seeRu,e 

70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PC I ). 



These annexes consist of a total of. 



6 ^ sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 



1 

II 

III 

IV 
V 



Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 



VI 



citations and explanations supporting such statement 
Certain documents cited 

VII CH Certain defecls in the in 16 ™ 110 " 31 application 

VIII Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

23 March 2001 (23.03.01) 



Name and mailing address of the IPEA/EP 

Facsimile No. ^^^^^^^^^^ 
Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



Date of completion of this report 

13 December 2001 (13.12.2001) 



Authorized officer 



Telephone No. 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Iternalional application No. 

PCT/FR00/02429 



1. With: 



J. Basis of the report 

i regard to the elements of the international application:* 
the international application as originally filed 
the description: 

pages . . 

pages 

pages . 



1-27 



. as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-37 



. as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 
15 November 2001 (15.11-2001) 



_, filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/6-6/6 



, as originally filed 



, filed with the demand 



_, filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 
pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



3-11 



filed with the letter of ™ November 2000 (20.1 1.2000) 



2 With regard to the language, all the elements marked above were available or fished to this Authority in the language in which 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). „ 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examinat.on (under Rule 55.2 and/ 

I or 55.3). . 

3 With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
1 prelrnn^ examination was carried out on the basis of the sequence listing. 

[g) contained in the international application in written form. 
£3 filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 
PI furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

U ^statement that the subseouently furnished written seuuence listing does no, go beyond the d.sclosure ,n the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the wntten se„uence l.stmg has 
been furnished. 



4.D 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I | the description, pages . 

the claims, Nos. . . 



□ 
□ 



the drawings, sheets/fig 



n This report has been established as if (some of) the amendment had no. .been made since they have been considered to go 
5. U beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

» 71 'replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



| HI. Non-establishment of opinio 

1 The questions whether the claimed invention appears ; to > be 
industrially applicable have not been examined in respect of. 

[ | the entire international application. 

g| claims Nos. ^ P artia »V 

because: 



novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 



□ an international primary exammauon „: 



l-l the description claims or drawings (indicate particular elements Maw) or said claims Nos. 
□ « so uncCr that no meaningful opinion could be formed (specjy): 



. — , the claims, or said claims Nos. _ 

□ by the description that no meaningful opinion could be formed. 

Q no international search report has been established for said claims Nos. 



are so inadequately supported 



□ the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

□ the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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?mational application No. 
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I IV. Lack of unity of invention 

,. in response to ,h e invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 

[ | restricted the claims. 
[ | paid additional fees. 
| | paid additional fees under protest. 
| | neither restricted nor paid additional fees. 

is not complied with and chose, according to Rule 68. 1 . 



rry\ This Authority found that the requirement of unity of invention i 
2. [21 not to invite the applicant to restrict or pay add.t.onal fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules ,3.1, 13.2 and 13.3 is 
1 | complied with. 

not complied with for the following reasons: 

See Annex 



4. Consequently, the following parts 
in establishing this report: 



of the international application were the subject of international preliminary examination 



all parts. 

( 2] the parts relating to claims Nos. 
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. Certain published documents (Rule 70.10) 



Application No. 
Patent No. 



Publication date 

(day/month/year) 



Filing date 

(day/month/'year) 



Priority date (valid claim) 
(day/monthyear) 



WO 99 / 60020 



25 November 1999 (25.11.1999) 17 May 1999 (17.05.1999) 



18 May 1998(18.05.1998) 
20 October 1998 (20.10.1998) 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Kind of non-written disclosure 



Date of non-written disclosure 

(day/month/year) 



Date of written disclosure 
referring to non-written disclosure 
(day/month/year) 
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1. ' Basis of the report 



A new set of Claims 1-37 was submitted with the letter 
dated 15.11.2001. 

(a) Claims 1-22, 25, 30, 31 and 35 do not extend the 
subject matter of the application beyond the content of 
the application as filed. They therefore comply with PCT 
Article 34 (2) (b) . 

(b) tended Claims 23, 24, 26-29, 32-34, 36 and 37 do not 

comply with PCT Article 34 (2) (b) for the following 
reasons . 

- Claim 23 covers a use as per Claim 21 or 22, 
characterised in that it further comprises an autologous 
or, preferably, heterologous promoter, for the expression 
of said protein or said polypeptide. However, Clarms 
and 22 concern a use of a composition as per Claxm 17, 
which already comprises an autologous or, preferably, 
heterologous promoter for the expression of said protern 
or said polypeptide. This means, therefore, that the 
subject matter of Claim 23 concerns a use of a 
composition comprising two heterologous or autologous 
promoters, as well as one or a plurality of undetermined 
(due to the use of the term "further") components, 
therefore extends the subject matter of the application 
beyond the content of the application as fried. 
- The subject matter of Claim 24 originally covered a use 
of a protein or a polypeptide as defined in any one of 
Claims 1-9 in a therapy vector. It now covers a use of a 
composition as per Claims 21 or 22 characterised in that 
the said gene or nucleic acid, or the said gene fragment 
is integrated in a therap y vector ■ This constitutes a 
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I. Basis of the report 



1 This report has been drawn on the basis of (Replacement slteets which fiave been furnished to the receiving Office in response to an imitation 

change of subject matter for which no basis has been 
found in the original application. This amendment 
therefore extends the subject matter of the application 
beyond the content of the application as filed. 

- Claim 26 covers an MLV-type retroviral therapy vector, 
a protein or polypeptide pseudotyped lentiviral vector 
such as defined in any one of Claims 1^. However, Claim 
26 is dependent on Claim 25 which covers a gene therapy 
vector whereof the polypeptide is limited to the 
polypeptide as per Claim 7 or 8 . The dependence of Claim 
26 is therefore incorrect and the said claim is 
unacceptable. The same objection applies to Claims 27 
and 28, which refer to Claim 26. 

- Claim 29 not only comprises the features of the 
original Claims 29 and 30 but broadens their subject 
matter. The therapeutic composition not only consists of 
a cellular vector, it comprises other undetermined 
compounds (Comprises among others'), and the cellular 
vector not only consists of a cell expressing a protein 
such as defined in any one of Claims 1-9, but comprises 
other undetermined compounds (the term ^comprises' can be 
understood to mean ^containing, ^including'). No basis 
has been found in the original application for such an 
extension . 

- Claim 32 covers the use of a ligand to obtain a drug 
for treating cancer by destroying cells by means of 
forming syncytia. No basis has been found in the 
original application for this amendment. The paragraph 
on page 14, lines 11-18 mentions using a ligand in a 
therapeutic composition for the specific purpose of 
inhibiting the formation of syncytia, and not for the 
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f. Basis of the report 



purpose of using the formation of syncytia to destroy 
cancerous cells. The same objection applies to the 
subject matter of Claim 33 and to the subject matter of 
Claim 34, which is dependent on Claims 32 and 33. 
- Claim 36 covers the use of a gene of therapeutic 
interest coding for a ligand to obtain a drug to (1) 
prevent a deficiency in development of the placenta or 
(2) prevent a deficiency in the natural formation of any 
other type of syncytia, said deficiency being associated 
with a pathology. There is no basis in the application 
as filed for option (2). Page 8, lines 3-7 and page 12, 
lines 16-25 of the description only constitute a basis 
for option (1) . 

- The subject matter of Claim 37 originally covered a 
therapy vector comprising the receptor of the protein of 
SEQ ID N°l on its surface for targeting cells producing 
the protein identified in SEQ ID N°l in a constitutive or 
induced fashion. It now covers the use of said receptor 
for obtaining a gene therapy vector for targeting cells 
producing the protein identified in SEQ ID N°l in a 
constitutive or induced fashion. This may be a therapy 
vector comprising said receptor on its surface, or a gene 
therapy vector not comprising said receptor on its 
surface. The subject matter of Claim 37 has therefore 
been extended, and no basis has been found in the 
original application for this extension. 

Consequently said Claims 23, 24, 26-29, 32-34, 36 and 37 
are not acceptable and no opinion has been formulated 
about their subject matter. This report is therefore 
established only on the basis of Claims 1-22, 25, 30, 31 
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and 35. 
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go P £^ space in any of the preceding b oxes is not sufficient) 
| Continuation of: 1 1 

After analysing the present application, it was found 
that the priority dates are not validly claimed for all 
the claims. Thus the subject matter of Claims 7 and 8 
concerns the transmembrane and cytoplasmic domain 
(fragment 448-538 of SEQ ID N°l) of the env polypeptide of 
virus HERV-W. This subject matter is, however, supported 
by new experimental results (Example 4) which are not 
present in the priority documents. The priority dates PI 
and P2 are therefore not valid for Claims 7-8, 12-20 and 
25 and of that part of Claims 9-11, 21-22, 30, 31 which 
refers to these claims. The various claims thus have the 
following dates: 

PI (01.09.1999): (the whole of) Claims 1-4, (part of) 
Claims 9-11, 21-22 and 30 

P2 (15.09.1999): (the whole of) Claims 5, 6, 35, (part 
of) Claim 31 

Filing date: (the whole of) Claims 7-8, 12-20, 25, (part 
of) Claims 9-11, 21-22, 30 and 31. 
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1 Supplemental Box „ . . 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



, Continuation of: 1 1 1 



Not all the parts of Claim 35 have been searched due to 
lack of support within the meaning of PCT Article 6 
and/or a lack of disclosure within the meaning of PCT 
Article 5. Therefore, the present opinion concerns onl 
those parts of Claim 35 which have been searched (PCT 
Rule 66. 1 (e) ) , that is: 

- the parts concerning the hATB° receptor 

- the parts concerning monoclonal, polyclonal or 
transmembrane antibodies directed against the hATB° 
receptor of the polypeptide of SEQ ID N°l. 
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I Supplemental Box . 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



j Continuation of: I V 



The patent application lacks unity of invention within 
the meaning of PCT Article 13. 

The set of claims has one single feature in common: 'a 
fragment of SEQ ID N°l coded by an env gene fragment of 
the endogenous retrovirus HERV-W.' This feature is 
clearly not novel, being disclosed, for example, in 
documents D3, D4 and D5 (cf. Box V, paragraphs 7-9 
below) . Therefore, there is no 'special technical 
feature' (PCT Rule 13.2) among the various claims. The 
said claims are therefore not so linked among themselves 
as to form a single general inventive concept (PCT Rule 
13.1). In spite of this objection, the applicant is not 
required to pay additional fees. However, this objection 
will be pursued by the International Preliminary 
Examination Authority if the file is taken into the 
regional phase before the EPO. 
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| V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement . 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



YES 



1, 2, 1, 9-13, 16-18, 20, 25, NO 
31 

YES 



1-22, 25, 30, 31, 35 



1-22, 25, 30, 31 



NO 

YES 
NO 



| 2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: WANG B et al . , AIDS RESEARCH AND HUMAN 

RETROVIRUSES, 9(9), 1993, pages 849-860 
D2: LIN L. et al. f PLACENTA, 20(1), January 1999, 

pages 109-118 
D3: WO 99 02696 A, 21 January 1999 

D4: BLOND J.L. et al. , JOURNAL OF VIROLOGY, 73(2), 

February 1999, pages 1175-1185 
D5: WO 99 26972 A, 3 June 1999 

D6: TAILOR C.S. et.al, JOURNAL OF VIROLOGY, 73(5), 

May 1999, pages 4470-4474 
D7: RASKO J.E.J, et al., PNAS, 96(5), March 1999, 
pages 2129-2134 



Novelty - PCT Article 33(2) 

1. By using the terms <SEQ ID N°l fragment of at least 
five amino acids' (Claim 1, line 7), <SEQ ID N°l 
fragment' (Claim 1, line 10), and not specifying the 
length of SEQ ID N°l or the length of the 448-538 
sequence of SEQ ID H°l with which the successions of 
20 amino acids have 80, 90 or 95% identity (Claims 
1, 2, 7), the subject matter of said claims is 
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broadened to methods for detecting proteins 
unrelated in any way to the protein of the present 
application. 
For example: 

- a SEQ ID N°l fragment of at least 5 amino acids 
can be the »lfgpci' fragment (position 464-468 of 
SEQ ID N°l) . This fragment exists in the 
polypeptide sequence of the env protein of 
retrovirus HTLV-II (position 457-462, see document 
Dl, Figure 3B) . 

- a succession of 20 amino acids having 80, 90 or 
95% identity with the SEQ ID N°l sequence (or the 
448-538 sequence of SEQ ID N°l) can be understood as 
a succession of 20 amino acids having 80, 90 or 95% 
identity with 2 amino acids of SEQ ID N°l (or of 
sequence 448-538 of sequence SEQ ID N°l) or with 2 
amino acids of SEQ ID N°l (or of sequence 448-538 of 
SEQ ID N°l). Thus, a polypeptide which comprises a 
sequence having, for every succession of 20 amino 
acids, at least 80, 90 or 95% identity with 2 amino 
acids of SEQ ID N°l (or of sequence 448-538 of SEQ 
ID N°l) can be the env polypeptide of retroviruses 
HTLV-II or ERV-3 (see document Dl and D2) . 

- a succession of 20 amino acids having 80, 90 or 
95% identity with a fragment of SEQ ID N°l can be 
understood as a succession of 20 amino acids having 
80, 90 or 95% identity with a fragment of 20 amino 
acids or with a fragment of 2 amino acids of SEQ ID 
N°l. Thus, a polypeptide which comprises a sequence 
having, for every succession of 20 amino acids, 80, 
90 or 95% identity with a fragment of 2 amino acids 
of SEQ ID N°l can be the polypeptide of the env 
protein of retroviruses HTLV-II or ERV-3 (see 
document Dl and D2) . 
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Therefore, the subject matter of Claims 1,2, 7 and 
9-11 is anticipated by documents Dl and D2 , which 
describe methods for detecting the fusogenic 
capacity of the env protein of retroviruses HTLV-II 
and ERV-3 by demonstrating the formation of syncytia 
(Dl, see page 853, left column, paragraph 1 to page 
854, left column, last paragraph, Tables 1-3; D2 , 
see page 113, right column, paragraph 3 to page 114, 
left column, paragraph 1, Figures 5 and 6) . 

Document D3 concerns a nucleic material of the 
retroviral genomic type, at least partly functional, 
comprising a nucleotide reference sequence, in 
particular sequence SEQ ID N°ll coding for the env 
protein of the human endogenous retrovirus HERV-W 
(page 6, Claim 1). It also concerns a nucleotide 
fragment comprising a partial nucleotide sequence of 
SEQ ID N°ll (Claim 7). It also concerns a 
replication vector of the said sequence and fragment 
(Claim 12, page 7, lines 25-27), a therapeutic 
application of the said sequence or of the said 
protein as well as a therapeutic composition 
comprising the said sequence or the said protein 
(Claim 20 and page 8, line 35 to page 9, line 14). 
Document D3 is therefore prejudicial to the novelty 
of Claims 12, 16-18, 20, 25 and 31 (PCT Article 
33(2) ) . 

Document D4 describes the feature of the env protein 
of the human endogenous retrovirus HERV-W deduced 
from three placental cDNA clones (page 1180, right 
column, 2 nd paragraph and Figure 7). Document D4 
therefore also anticipates the subject matter of 
Claims 16-18, 20, 25 and 31 { PCT Article 33(2)). 
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4. Document D5 concerns the identification of a clone 
of cDNA AJ172_2 having the nucleotide sequence SEQ 
ID N°3 coding for the env protein of SEQ ID N°4 of 
the human endogenous retrovirus HERV-W (page 29, 
line 21 to page 30, line 24). It also describes the 
recombinant expression of the said protein by means 
of an expression vector (page 49, lines 14-29), the 
use of the said nucleotide/protein sequence or of 
its fragments for preparing therapeutic 
compositions, for gene therapy, for treating cancer, 
and for identifying ligands (page 52, lines 10-29, 
page 69, lines 10-18, page 76, lines 6-10, Claims 
13-15) . Document D5 is therefore prejudicial to the 
novelty of Claims 12, 13, 16-20, 25 and 31 (PCT 
Article 33 (2) ) . 

It should be noted that the objection concerning the 
novelty of Claims 12 and 13 is due to the use of the 
term ^fragment' . A fragment of a nucleic acid 
coding for a polypeptide as defined in Claim 8 can 
be understood (1) as a nucleic fragment coding for a 
polypeptide which starts at amino acid 448 and 
finishes at amino acid 538 of SEQ ID N°l, (2) as any 
fragment of the said nucleic acid, said fragment not 
coding for a polypeptide which starts at amino acid 
448 and ends at amino acid 538 of SEQ ID N°l . 
Option (2) is anticipated by documents D3 and D5 . 

Inventive step - PCT Article 33(3) 

5. The subject matter of Claims 3-6 and 8 was not found 
in the prior art available to the International 
Preliminary Examining Authority. The subject matter 
of these claims is therefore novel in accordance 
with PCT Article 33(2). However, it does not 
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involve an inventive step as defined by PCT Article 
33(3), for the following reason. 

Documents Dl and D2 , either of which may be 
considered the prior art closest to the subject 
matter of these claims, describe a method whereby 
the fusogenic capacity of the env protein of 
retroviruses HTLV-II and ERV-3 (and the expression 
of these proteins) is detected by demonstrating the 
formation of syncytia (Dl, page 853, left column, 
paragraph 1 to page 854, left column, last 
paragraph, Tables 1-3; D2, page 113, right column, 
paragraph 3 to page 114, left column, paragraph 1, 
Figures 5 and 6) . 

Therefore, the subject matter of Claims 3-6 differs 
from the subject matter of D1/D2 in that the protein 
whereof the expression is detected is the env 
protein of the retrovirus HERV-W instead of the env 
protein of the related retroviruses HTLV-II and ERV- 
3. 

No technical effect is associated with this 
difference . 

The only problem which the present application sets 
out to solve is, therefore, the provision of an 
alternative env protein having a fusogenic capacity. 

The solution to this problem proposed by the present 
application is the env protein of the retrovirus 
HERV-W. 

Documents D3 and D4 suggest the fusogenic capacity 
of the env protein of the retrovirus HERV-W: D3 
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observes the limited expression of the HERV-W 
envelope in the placenta and considers the 
possibility of a fusoaenic role of the said env in 
the cellular subtypes of the placenta (page 3, lines 
17-19); D4 considers a role of the said protein in 
the formation of the syncytiotrophoblast tissue of 
the placenta (page 1184, lines 3-4), i.e. in the 
formation of syncytia from cells of the 
cytotroplast. The IPEA therefore considers that it 
would be obvious to a person skilled in the art to 
consider combining the teaching of document D3 or D4 
with the closest prior art D1/D2 to solve the stated 
problem. In other words, it would be obvious in view 
of the teaching of D3 and D4 to think of testing the 
fusogenic capacity of the env protein of retrovirus 
HERV-W, and to do so with a reasonable expectation 
of success. Moreover, this alternative env protein 
does not have any unexpected effect or property 
which could not have been predicted by the person 
skilled in the art. The subject matter of Claims 3- 
6 does not, therefore, involve an inventive step as 
defined by PCT Article 33(3). 

Concerning the subject matter of Claim 8, i.e. the 
transmembrane and cytoplasmic domain of the env 
protein of HERV-W, it should be noted that, although 
its involvement in the fusogenic role of the env is 
novel, this subject matter is not considered 
inventive, as the domains of the said protein 
involved in the fusogenic power are determined by 
technical steps which are standard practice to a 
person skilled in the art, especially given that the 
position of the luminal, transmembrane and 
cytoplasmic domains of the said protein is disclosed 
in the prior art (cf. docu ments D3 and D4 ) ■ 
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The subject matter of the use and the method Claims 
14, 15, 21, 22, 30 and 35 complies with the 
requirement of novelty defined by PCT Article 33(2). 
However, given that the prior art D3 and D4 
discloses the fusogenic role of the env protein of 
the retrovirus HERV-W in the placenta, and that 
identifying the domains of the said protein involved 
in the fusogenic capacity does not exceed the normal 
knowledge and abilities of a person skilled in the 
art, the IPEA considers that its therapeutic 
application does not involve an inventive step as 
defined by PCT Article 33(3). 
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Continuation of: VI 



Application no 
Patent no 

WO99/60020 



Publication date 
(day/month/year) 

25.11.1999 



Filing date 
(day/month/year) 

17.05.1999 



Priority date 
(validly claimed) 
(day/month/year) 

18.05. 1998 
20.10.1998 



The applicant's attention is drawn to the fact that 
document WO99/60020 will be considered as prior art in 
some PCT Contracting States. For example, the EPO will 
consider that this document prejudices the novelty of the 
subject matter of this application (PCT Article 54(3) and 
(4)) to the extent that the same Contracting States are 
designated (see page 25, lines 7-22, page 28, line 29 to 
page 29, line 25, Example 1) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
;upported by the description, are made: 

1. In Claims 1, 12, 16, 18, 21, 22 and 31 the term 
^fragment' is imprecise, as it does not define 
either the size or the position of the fragment. It 
therefore encompasses an infinite number of 
possibilities and extends the scope of protection 
sought to proteins/genes having no relationship with 
those of the present application. The said claims 
do not, therefore, comply with the requirements of 
PCT Article 6 (lack of clarity, lack of support) . 

2. Because the length of the sequence with which the 
successions of 20 amino acids have 80, 90 or 95% 
identity is not specified, the scope of protection 
sought in Claims 1, 2, 5 and 7 is also extended to 
proteins not having any relationship with the 
protein of the present application (PCT Article 6, 
lack of clarity, lack of support). 

3. The term ^ligand' (Claim 35) is vague and imprecise 
and leaves in doubt the scope of the protection 
sought, as it defines the compound by its function 
and not by its structural features. This type of 
definition does not refer to a specific compound or 
group of compounds, but encompasses an infinite 
number of compounds which can have very different 
chemical compositions. The subject matter of the 
said claim does not therefore comply with the 
requirements of PCT Article 6 (lack of clarity, lack 
of support) . 
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others- (Claims 17^ 20^ 31) are vague and 
imprecise and leave doubt as to the scope of the 
protection sought (PCT Article 6) . 
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CLAIMS 



10 



15 



30 



35 



1. A method for detecting the expression of an 
envelope protein or polypeptide of a human endogenous 
retrovirus, characterized in that the protein or 
polypeptide has a polypeptide sequence which comprises 
the sequence SEQ ID No. 1 or a fragment of SEQ ID 
No. 1, or a sequence which exhibits, for any series of 
20 amino acids, at least 80%, preferably at least 90%, 
or even at least 95% identity with the sequence SEQ ID 
No. 1 or with a fragment of SEQ ID No. 1, and in that 
the fusogenic power of said protein or of said fragment 
in cells of a cellular tissue or of a cell culture is 
detected by demonstrating the formation of syncytia. 



2. A method for detecting the expression of an 
envelope protein or polypeptide of a human endogenous 
retrovirus, characterized in that the protein or 
polypeptide has a polypeptide sequence which exhibits, 

20 for any series of 20 amino acids, at least 80%, 
preferably at least 90%, or even at least 95% identity 
with the sequence SEQ ID No. 1, and in that the 
fusogenic power of said protein in cells of a cellular 
tissue or of a cell culture is detected by 

25 demonstrating the formation of syncytia. 

3. The method as claimed in claim 1 or 2, 
characterized in that the protein is encoded by the env 
gene of the HERV-W endogenous retrovirus. 

4. The method as claimed in claim 3, characterized in 
that the protein is encoded by an open reading frame 
located on chromosome 7 of the human genome. 

5. The method as claimed in claim 4, characterized in 
that the protein has a polypeptide sequence which 
exhibits, for any series of 20 amino acids, at least 
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15 



20 
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80%, preferably at least 90%, or even at least 95% 
identity with the sequence SEQ ID No. 1. 

6. The method as claimed in claim 5, characterized in 
that the protein has a polypeptide sequence which 
consists of SEQ ID No. 1. 

7. The method as claimed in claim 1, characterized in 
that the polypeptide has a polypeptide sequence which 
begins at amino acid 448 and ends at amino acid 538 of 
SEQ ID No . 1 . 

8. The method as claimed in claim 7, characterized in 
that the polypeptide has a polypeptide sequence which 
exhibits, for any series of 20 amino acids, at least 
80%, preferably at least 90%, or even at least 95% 
identity with the polypeptide sequence which begins at 
amino acid 448 and ends at amino acid 538 of SEQ ID 
No. 1. 



9. The method as claimed in claim 7 or 8, 
characterized in that the polypeptide has a polypeptide 
sequence which consists of the polypeptide sequence 
which begins at amino acid 448 and ends at amino acid 

25 538 of SEQ ID No. 1. 

10. The method as claimed in any one of the preceding 
claims, characterized in that the cells of said tissue 
or of said cell culture are chosen from bone cells, 

30 muscle cells, placenta cells, endothelial cells, in 
particular of blood vessels, epithelial cells, glial 
cells and tumor cells or cells derived from tumor cell 
lines . 

35 11. The method as claimed in any one of the preceding 
claims, characterized in that the detection of the 
fusogenic power of said protein consists in: 
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obtaining a vector for expression of said protein, 
based on which the expression of the protein or of its 
gene is under the control of a promoter, preferably a 
strong promoter, 

transfecting cells with the vector obtained, so as to 
obtain producer cells expressing, at their surface, 
said protein, and 

observing the formation of syncytia or the absence of 
formation of syncytia. 

12. The method as claimed in any one of the preceding 
claims, characterized in that the detection of the 
fusogenic power of the protein consists in: 
obtaining a vector for expression of said protein, 
based on which the expression of the protein or of its 
gene is under the control of a promoter, preferably a 
strong promoter, 

transfecting cells with the vector obtained, so as to 
obtain producer cells expressing, at their surface, 
said protein, 

coculturing naive indicator cells, expressing, at their 
surface, a receptor for said protein, in the presence 
of said producer cells, and 

observing the formation of syncytia or the absence of 
formation of syncytia. 

13 The use of a gene or of a nucleic acid, or of a 
fragment of gene or of a nucleic acid, coding for a 
protein or a polypeptide as defined in any one of 
claims 1, 6 or 9, under suitable conditions which allow 
its expression, for preparing a therapeutic or 
prophylactic composition. 

14 The use as claimed in claim 13, characterized in 
that said composition is intended for the treatment of 
cancers . 
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15. The use as claimed in claim 13, characterized in 
that said composition is intended to prevent a 
deficiency in placental development or to prevent a 
deficiency in the natural formation of any other type 
of syncytia, said deficiency being associated with a 
pathology. 

16. The use as claimed in claim 13, 14 or 15, 
characterized in that the composition is intended for 
treatment by gene therapy. 

17. A therapeutic or prophylactic composition 
comprising a gene or a nucleic acid, or a fragment of 
gene or of nucleic acid, coding for a protein or a 
polypeptide as defined in any one of claims 1 to 9 . 

18. The composition as claimed in claim 17, 
characterized in that it also comprises a heterologous 
or autologous promoter, preferably a heterologous 
promoter, for the expression of said protein or of said 
polypeptide. 

19. An expression vector comprising at least one gene 
or one nucleic acid, or one fragment of gene or of 
nucleic acid, coding for a protein or a polypeptide as 
defined in any one of claims 1 to 9, and elements 
required for its expression in a host cell. 

20. A host cell comprising at least one vector as 
claimed in claim 19. 

21. A therapeutic or prophylactic composition 
comprising at least one expression vector as claimed in 
claim 19. 

22. The use of a composition as claimed in any one of 
claims 17, 18 and 19, for producing a medicament 
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intended for the treatment of cancers by destroying 
cancer cells by means of the formation of syncytia. 



23. The use of a composition as claimed in any one of 
claims 17, 18 and 19, for producing a medicament 
intended to prevent a deficiency in placental 
development or to prevent a deficiency in the natural 
formation of any other type of syncytia, said 
deficiency being associated with a pathology. 

24. The use of a protein or of a polypeptide as 
defined in any one of claims 1 to 9, in a gene therapy 
vector, said gene therapy vector comprising, inter 
alia, a protein or a polypeptide as defined in any one 
of claims 1 to 9 . 

25. A gene therapy vector comprising a protein or a 
polypeptide as defined in any one of claims 1 to 9 . 

26. A vector as claimed in claim 25, chosen from a 
retroviral vector of the MLV type, a lentiviral vector 
pseudotyped with a protein or a polypeptide as defined 
in any one of claims 1 to 9 , and a synthetic vector. 

27. A therapeutic composition comprising, inter alia, 
a therapy vector as defined in either of claims 25 and 
26, and an antisense nucleic acid sequence or 
oligonucleotide . 

28. A therapeutic composition comprising, inter alia, 
a therapy vector as defined in either of claims 25 and 
26, and a gene of therapeutic interest. 

29. A cell expressing a protein or a polypeptide as 
defined in any one of claims 1 to 9 . 

30. The use of a cell as claimed in claim 29, as a 
cellular vector. 
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31. A therapeutic composition comprising, inter alia, 
a cell or a cellular vector as defined in claims 29 and 
30. 

32. A method for selecting medicinal substances or 
drugs, or gene/prodrug systems, capable of having a 
qualitative and/or quantitative effect on the fusogenic 
power of a protein or of a polypeptide as defined in 
any one of claims 1 to 9, according to which said 
medicinal substance or drug, or said gene/prodrug 
system, is brought into contact with cells of a cell 
culture expressing said protein or said polypeptide, 
and a regression or a disappearance of the formation of 
syncytia is observed. 

33. A therapeutic composition comprising, inter alia, 
an antisense nucleic acid sequence or oligonucleotide 
capable of hybridizing to a gene or a fragment of gene, 
or to a nucleic acid or fragment of nucleic acid, 
coding for a protein or a polypeptide as defined in any 
one of claims 1 to 9 . 

34. A therapeutic composition comprising, inter alia, 
a ligand capable of recognizing and binding to the 
receptor for the protein defined in SEQ ID No. 1. 

35. The therapeutic composition as claimed in claim 
34, comprising at least one ligand chosen from a 
monoclonal antibody, a polyclonal antibody, a 
transmembrane antibody or a fragment of said 
antibodies, and an inhibitory molecule, said ligand 
being specific for the receptor of the protein defined 
in SEQ ID No. 1. 

36. A therapeutic composition comprising, inter alia, 
a gene of therapeutic interest, said gene coding for a 
ligand as defined in claim 35 and being placed under 
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the control of the elements required to ensure its 
expression in vivo. 

37. A gene therapy vector comprising, at its surface, 
5 the receptor for the protein identified in SEQ ID 
No. 1, in particular to target cells producing the 
protein identified in SEQ ID No. 1 in a constitutive or 
induced manner. 
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Filing date 
1 of earlier application 
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Number 
of earlier application 


Where earlier application is: 


national application: 
country 


regional application:* 
regional Office 


international application: 
receiving Office 


1 item(l) 

01/09/1999 
1 1 September 1999 


99 11141 


France 






1 item (2) 

15/09/1999 
15 September 1999 


99 11793 


France 






I item (3) 










1 item (4) 










1 item (5) 










1 [ ] Further priority claims are indicated in the Supplemental Box. 



The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the earlier application(s) 
(only if the earlier application was filed with the Office which for the purposes of this international application is the receiving 
Office) identified above as: 



I | all items 



item 



item 



I I item 
(3) 



I | item 
(4) 



I | item 
(5) 



other, see 
Supplemental 
Box 



(1) (2) 

* Where the earlier application is an ARJPO application, indicate at least one country party to the Paris Convention for the Protection of 
Industrial Property or one Member of the World Trade Organization for which that earlier application was filed (Rule 4. \0(bW))- - 



Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) (if two or more International Searching Authorities are competent to carry out the 
international search, indicate the Authority chosen; the two-letter code may be used): 

ISA /EP 

Request to use results of earlier search: reference to that search {if an earlier search has been carried out by or requested from the International 
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I | Box No. VIII (ii) 

I I Box No. VIII (iii) 

I I Box No. VIII (iv) 

I | Box No. VIII (v) 



Declaration as to the identify of the inventor 

Declaration as to the applicant's entiUement, as at the international filing date, to apply for 
and be granted a patent 

Declaration as to the applicant's entitlement, as at the international filing date, to claim the 
priority of the earlier application 

Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the United States of 
America) 

Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelty: 
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original separate power of attorney 
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copy of general power of attorney; reference 
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4. 
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5. 


i ■ — i 

□ 


6. 
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7. 
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8. 
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9. 


E3 



statement explaining lack of signature 

priority document(s) identified in Box No. VI as 
item(s): 



translation of international application into 

(language): 



separate indications concerning deposited 
microorganism or other biological material 

sequence listing in computer readable form 
(indicate also type and number of carriers 
(diskette, CD-ROM, CD-R or other )) 

(i) □ copy submitted for the purposes of 

international search under Rule \ 3ter only 
(and not as part of the international 
application) 

(") CI (only where check-box (b)(i) or (b)(ii) is 
marked in left column) additional copies 
including, where applicable, the copy for the 
purposes of international search under Rule 
\3ter 

(iii) □ together with relevant statement as to the 
identity of the copy or copies with the 
sequence listing part mentioned in left 
column 

10. ^ other (specify) PCT Easy.disk 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: 



Language of filing of the 

international application: French 
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(S4) Title- METHOD FOR DETECTING THE EXPRESSION OF AN ENVELOPE PROTEIN OF A HUMAN ENDOGENOUS 
RETROVIRUS AND USES OF A GENE CODING FOR SAID PROTEIN 

<54> Titre- PROCEDE DE DETECTION DE ^EXPRESSION D'UNE PROTEINE D'ENVELOPPE D UN RETROVIRUS EN- 
DOGENE HUMAIN ET UTILISATIONS D'UN GENE CODANT POUR CETTE PROTEINE 

(57) Abstract: The invention concerns a method 
for detecting the expression of an envelope protein 
or polypeptide of a human endogenous retrovirus, 
characterised in that the protein or polypeptide has a 
polypeptide sequence comprising the sequence SEQ 
ID NO: 1 or a fragment of SEQ ID NO: 1 or a sequence 
having, for every sequence of 20 amino acids, at 
least 90 % identity with the SEQ ID NO: 1 or with a 
fragment of SEQ ID NO: 1, and the method consists 
in detecting the fusogenic power of said protein or said 
fragment in the cells of a cell tissue or cell culture, by 
demonstrating the formation of syncytia. A gene or a 
nucleic acid or a fragment thereof is used for preparing 
a therapeutic or prophylactic composition, in particular 
for treating cancers and for preventing deficiency in 
placental development 

(57) Abreg£: Le proce'de' de detection de rexpression 
d'une proteme ou d'un polypeptide d'enveloppe d'un 
retrovirus endogene humain, est caracterise' en ce que 
la proline ou le polypeptide presente une sequence po- 
lypeptidique qui comprend la sequence SEQ ID NO: 1 
ou un fragment de SEQ ID NO: 1 ou une sequence pie'- 
sentant, pour toute suite de 20 acides amines, au moins 
90% d'identite- avec la sequence SEQ ID NO: 1 ou avec 
un fragment de SEQ ID NO: 1, eten ce qu'on delete le 
pouvoir 
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Figure XXX. Schema et caracterisatKHi des Eov HERV-W dtfmeres. 

DIAGRAM AND CHARACTERISATION OF CHIMERIC Env HERV-W 

SP... SIGNAL SEQUENCE 
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PRR..PROTEINE-RICH REGION 
C. .CAR BOXY TERMINAL 

TM... TRANSMEMBRANE SUBMIT 

SU ...SURFACE SUBMIT 

^...TRANSMEMBRANE ANCHORING DOMAIN 
cyt... CYTOPLASMIC PART 
AA... CONSTRUCT 
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fusogene de ladite proline ou dudit fragment dans des cellules d'un tissu cell ul aire ou d'une culture cellulaire, par la mise en evi- 
dence de la formation de syncytia. On utilise un gene ou un acide nucle*ique ou un fragment de ceux-ci pour preparer une composition 
therapeutique ou prophylactique, notamment pour trailer des cancers et pre'venir une de"ficience dans l'elaborauon du placenta. 
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- '-—J^ "^PRQCEPE. PJE DETECTION DE L'EXPRESSJON D'UNE PROTEINE 
— lV ~ < — i ~' ~z i . . , . ^ 

. -TXENYELOPPE D'UN RETROVIRUS ENDOGENE HUMAIN ET UTILISATIONS 
D'UN GENE COD ANT POUR CETTE PROTEINE 

5 Les retrovirus sont des virus enveloppes qui portent des spicules 

glycoproteiques codees par les virus a leur surface. Ces glycoproteines d'enveloppe 
sont synthetisees sous la forme de precurseurs polyproteiques (Pre-env) qui sont 
ensuite clives par des proteases cellulaires en proteine de surface mature (SU) et en 
proteine transmembranaire (TM). Les glycoproteines d'enveloppe sont impliquees dans 

10 l'entree des virus dans les cellules hote. Elles reconnaissent specifiquement et se lient a 
des recepteurs de surface cellulaire et sont necessaires pour la fusion de l'enveloppe 
virale et des membranes cellulaires de Thote. Le recepteur et l'enveloppe sont des 
molecules multameriques ou oligomeriques. Pour tous les virus enveloppes, les 
interactions des glycoproteines d'enveloppe avec le ou les recepteur(s) cellulaire(s) 

15 conduisent a des rearrangements conformationnels de l'enveloppe necessaires a 
l'exposition du peptide de fusion. La fusion a lieu a la surface de la cellule ou dans des 
vesicules cellulaires suivant la voie d'endocytose du virion. De plus, pour permettre 
l'entree du virus, une fusion mediee par les proteines de surface virales peut, dans 
certaines conditions, provoquer une fusion cellule a cellule avec pour resultat la 

20 formation de cellules multinucleees geantes ou syncytia. La formation de syncytia est 
realisee par au moins deux voies : un virion peut simultanement fusionner avec deux 
cellules, on parte alors de fusion " from without ", ou une cellule infectee qui exprime 
les glycoproteines d'enveloppe a sa surface peut fusionner avec une cellule adjacente 
(fusion " from within 

25 Les determinants de l'enveloppe et la sequence des evenements causant 

les changements conformationnels de Tenveloppe lors des processus de fusion " from 
without" sont bien documentes pour les orthomyxovirus qui necessitent un 
environnement acide des vesicules d'endocytose pour leur entree (Skehel, J. J. et al., 
PNAS, 79:968-972 (1982)). Pour les retrovirus, pour lesquels la voie d'entree est 

30 independante du pH, les determinants precis et les etapes, menant de la reconnaissance 
du recepteur a V activation de la fusion ne sont pas encore elucidcs. D'autres retrovirus 
sont connus pour induire une fusion cellule a cellule (" fusion from within "), tels que 
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^ lejd ^. le ^^ 16 virus * «• — r mamma^de la souris, .e de 
^T^ticlrto^rlffotheiiose^atrfe, VlfTet SlVr***^*- — - ... 

Par ailleurs, Fefferey S. Jones etRex Risser ( Journal of Virology, Janv 
1993, p 67-74) on, montre que les glycoproteines d'enve.oppe du vims de .a leucemie 
5 murine ecotrope (MuLV) de ,ype sauvage, sous la dependance du LTR viral, etaient 
capables d'induire la formation de syncytia dans des cellules de rat XC en .'absence de 
virion (fusion " from within 

De la connaissance des inventeurs, il n'a jamais ete montre de pouvoir 
fusogene, dans un processus de fusion - from within - des glycoproteines d'enve.oppe 
10 d'un retrovirus endogene humain. 

Des auteurs on. bien em,s rhypothese que I'enveloppe retrovirale 
endogene de ERV3, un retrovirus endogene humain proche de MLV (Moloney 
Leukemra Virus), pouvait etre imp.iquee in v,Vo dans .'elaboration du placenta via un 
processus de fusion (Patrick J. W. Venab.es e. a.., Virology, 2.., 589-592 (.995)) mais 
.5 ce phenomene n'a jamais etc demontre /„ vitro . D'autre part, les etudes sur le 
polymorphisme de em ERV3, sur des individus d'origine caucasienne. ont permis de 
mettre en evidence la presence d'une mutation dans la region (SU) de .'enveloppe 
ERV3 generan, un codon stop precoce present a I'etat homozygo.e dans 1% de la 
populate etudiee, sans que ces individus presentent d'anomalie de la grossesse ou du 
» developpement p.acentaire (Natha.ie de Parseva, et Thierry Heidmann, Journal of 
Vrrology, Vol ; 72, N» 4, pages 3442-3445 (.998)), mettant ainsi en cause 1'hypothese 
precedemment emise. 

Les presents inventeurs ont maintenan, mis en evidence in vitro que la 
glycoprotein d'enveloppe de HERV-W „on mod.fiee, exprimee sous la dependance 
5 d'un promoteur, de preference un promoteur hetero.ogue, possede des proprietes 
fusogenes. 

HERV-W est une familie de retrovirus endogenes humains multi-copie 
recemmen, decnte, denommee amsi en raison de I'homolog.e entre le site de fixation 
de 1 amorco de la transcription inverse et celui des retrovirus aviaires uti.isant I'ARNt 
' Trp. Aucune entire competent pour sa rep.ication n'a ere mise en evidence La 
foncnonnalite d'une region p ro motrice a etc verifiee et, panni different* tissus humains 
sams testes, son expression semb.e etre restreinte au p.acen.a par Northern Blot (J L 
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C^^r^^ V °'- N ° 2 ' «- (.999), U-, cadre 

fonconne e ex,s,e sur le chromosome , Un ^ ^ ^ 
vra.serab.ab.eraen, a un ,ranscri, sous genomique e, ponan, .a sequence de I'enveloppe 

T ^ ' ^ ^ PlaCemairc (C ' 0ne Cl PH74 ' < -' enBank 

AF072506, don, .a sequence est idemifiee par SEQ ID NO :2). Les etudes 

phylogenefiques effec.uees au niveau proteique indiquen, que la pro.eine d'enveloppe 
es, de ,ype D. La sequence SEQ ID NO :2 donnee en fin de description correspond 
done a la sequence nucleofidique cn ADNc compete du clone CPH74 dont la 
sequence proteique est idemifiee par SEQ ID NO : I 

Env HERV-W possede tons les - attributs » d'une enveloppe retroviral • 
en part.cui.er, un peptide leader, les deux sous unites cantc.eristiques SU e, TM 
separees par un site de c.ivage par les furines et, au niveau de sa TM, elle possede un 
pe P t,de de fusion hydrophobe, une region immunosuppressive e, une region cartel 
transmembmnaire suivie d'une queue cytoplasmique longue. L'expression de Env 
HERV-W a ete raise en evidence dans le placenta. 

Les experiences realisees par les inventeurs montrent que Env HERV-W 
entraine, par fusion de cellule a cellule, ,a forraation de syncytia dans different 
Lgnees ce.lu.aires testees d'origine huraaine e, siraienne. Le phenoraene de fusion 
observe es, dependant de la reconnaissance de rece P teur(s) sp,cifique(s), corame 
montre de raaniere d,rec,e lors de transfers e, de maniere ind.rece .ors de co- 
culmres des cellules .ransfec.ees avec dW ,ypes ce.lula.res. Les presents 
mventeurs on, par aifieurs identifie le recepteur specifique de Env HERV-W par une 
approche de competition s'appuyan, sur .a propriete d'in.erference des enveloppes 
re,rov lrales , en bloquan, des r6cep,eu. ce., ul aires par une proline d'enveloppe au,re 

les presenu mventeurs es, le recep,eur hATB° des renov.rus mammiferes de ,ype D 
expnme dans les cellu.es humaines (Rasko E. J. e, al. PNAS, ,999, 96 : 2,29-2.34 e, 
Ta.lor C S. e, a.. J. Viro,., ,999, 73(5) : 4470-4474). L'u,il,sa,ion de ce r,cep,eur, don, 
e precede de raise en evidence es, decn, dans un des exemples, fai, .ga.eraen, panic 
de la presente invention. 
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~ hum^T ^'yP-Ptid^tfenvHoppe d'un retrovirus enabgene 

h 7 ain '.; ,0n ,eqUe ' " « -e-po.ypep.ide presente une s *q 

po.ypepttd.que qui c 0mpre „d ,a sequence SEQ ID NO 1 ou u„ fra 7 

5 SEOIDNin -i ^, un fra gment de 

To- SO «/ "e r S£qUenCe Pr ~' ^ "* de 20 — — * au 
™ns go /„, de preference au mo ins 90% ou encore au moins 95% d'identite av K la 

sequence SEQ ID NO:, ou avec un fragment de SEQ ID NO • I e, se.Tn L 7 

10 ;;:;r re ou d,une — — - - - en de h forraatio : : 

Un autre obje, de .'invention est un procede de detection de .'expression 

'a Protetne ou ,e polypeptide presente une s , quence p0 , fi " 

Pour toute suite de 20 acides amines, au moins 80 %, de presence al, ^ 
core au moms 95% «— avec ,a sequence SEQ ID NO:I, e, se.on 
•ecte ,e pouvo.r fusogene de .adite proteine dans des cei.u.es d'un tissu cel.u. ire ou 

du n ecu. t urece..u,airep a , I a m isee„ev 1 de„c e de,a f or ra atio„des y nc y ,ia 

Selon .'invention, ladite proteine ou .edit po.ypep«;de presente une 
sequence po.ypeptidique qui comp re „d ,a sequence SEO ID NO , 
20 SEO ID NO • I equence bEQ ID NO :1 ou un fragment de 

SEQ ID NO ,, ou une sequence present, pour toute su.te de 20 acides ammes au 
moms 80%, de preference au moins 90% „„ ,„,„ 

sequence SEO ID NO , ™ ^ 95% ' d ' identite ave£ * 

sequence SEQ ID NO:l ou avec un fragment de SEQ ID NO .1. 

II est bien entendu se.on la presente invention, que .adite proteine ou .edi, 
SEQ ID N0 , ou „ fRlgmentSi dojvent ^ ^ 
- moms ega. ou superieur a ce.ui de SEQ ID NO : 1 ou ses fragments 

- JSssrssr- *• 
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une prote ne, un polypepude ou un fragme „, de ceux-ci possedan, un pouvoir fusogenc 
en part.cuher au moins egal ou superieur a celui de SEQ ID NO : 1 ou ses ft^J ' 
L'analyse du polymorphic peu, are realisee par .a me,hode SSCP 
(S,ng.e Strand Conforma.iona, Po.ymorphism), qui est une methode e,ectrophore,ique 
penne,.„, d, bj ec,,ve, a ,,ide de differences de migration, ia presence d,u moins une 
— dominant deux sequences courtes (inferieures a 250 pb , Ainsi , comme 
i s re a ,a figure 4, apres amplification sur ADN tota, a ,'aide des amorces U6.98 e, 
> o, 6 ou u 6,89e, L 6,86, i, «, « ^ , e polymon>hisme ^ 

.ocahsec sur le chromosome 7 a .'aide du;eu d'amorces represente (U6302 a L632,) 
permeuantdegenererun ensemble de .0 fragment chevauchants de ,ail,e adequate Le 
polymorphisme de run des sous-fiagments pent egalement etre mis en evidence par des 
.echoes de sewage, de cartographic de restriction ,e cas echeant, ou plus 
sunplemem par une techmque d.ybridation sandwich de type ELOSA permetun, de 
d.scnmmer jusqu'a une mutation ponctue.le (Cros P. « a ... demande de brevet 
europeenEP 0 486 661). 

Des exemples de sequences Env HERV-W polymorphs sont representees 
a la figure . annexee. les sequences ADN correspondantes etan, representees a la figure 
^Ces figures representent Pahgnemen, de sequences proteiques e« nuOeiques 
obtenues par sequencage de clones issus de trois individus different*. 

Par ailleurs, le polymorphisme du LTR qui dirige la ascription du gene 
- s.tue sur ,e Cmomosome 7 a etc etudie. On observe deux groupes de LTRs 5- don, 
les sequences nuCiques obtenues par sequence de deux Cones provenant de deux 
.nd,v,dus d.fferents son, presentees e, a.ignees dans la figure 3. 

Un choix judicieux d'amorces a permis d'amplifier specifiquemen, sur le 
chromosome 7, a partir d'ADN humain ,otal, un fragment nucleique contenan, 
I .n eg ral , t e de rinformauon U3RU5-gag-po l -env-U3RU5 a Paide des amorces U6198 
L6.86 ou exc,us,veme„t la sequence env-U3RU 5 a Paide des amorces U6189, L6.86 
Une e, le he es[ par ^ ^ ^ ^ ^ 

ne de JO ncUo„ entre ,a sequence retrovra, (U3 en amont, U5 en aval) et ,a sequence 
nanquante non retroviral contign, Par , exemp(e , ^ ^ 
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^^SL a -— UenCe ***** aVale " A ■* *■ - P«e PCR 

De maniere preferennelle, iadite proteine presente au mote r une des 
5 caractenstiques suivantes : S 

- elle est codee par le gene env du retrovjms endog . ne H£Ry ^ 

du ^ Jir cod6e par un cadre de — — - ~ - — , 

) seo id no "it T ^ P ° ,ypepUdique oui comprend la 

SEQ ID NO .1. ou une sequence present pour toute suite de 20 aeides amines au 
SEQ ID NO : 1 . De preference, elie consiste en SEQ ID NO:l 

polvoentd- 06 " Pr ' f^rentie,,e • 16 P ° lyPePtide ™ 
polypepndiquequ, commence a l'acide amine 448 etsetennin,-,. ■„ 

SEO rn Mn • i ne 3 1 acide 3,1,11,4 538 * 

SEQ ID NO ou une sequence poiypept.d.que presentant, pour toute suite de 20 
■des ammes, au moms 80%, de preference au moins ou 

-nnte avec ,a sequence po lyp e P ,idique qui commence a Pacide ami. 448 e tse 
en. a , de ^ de S£Q ^ ^ ^ _ 

sequence po.ypeptKnque qui commence a Pacide amine 448 e, se tetmine a Pacide 
eiem en, de re gul a,,on pouvan, conferer ou restituer sa capacity fusogenique a une 

recne h • Ce " UleS ^ " * *** *" on 

rrt rr en * idence ,e ^ - — — *— 

ele dl Ce " U,eS mUSCU ' aireS - — " P'^res, ,es 

c u e S e d heIialeS) pan . cul . er ^ va . ssaux ^ ^ 

^ies^eseUescenuies tumoral issues -e Hgnees ^ ' 

Comme cela sera iHustre dans les exemples qui suivent, la detection du 

au moms 1 un quelconque des deux protocoles suivants. 

Selon un premier protoco.e, on obtien. un vecteur depression de .adite 
Pr0tane °" P01 — 4 ~* — -session de ,a protect 
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'^S^S^^ — a d6pendance d ' un • de «— *» - 

ce„u es productrices, e Xprimant 4 Ieur surface ^ ^ „ 
onobserveiafonnationdesyncy.iaourabsenccdefon.a.iondesyncyUa 

5 " n ^ PrmOCO ' e ' °" ° b,iem un vecteur d ' ex ~ * 

pr -cne ou dud.t P o lyP e P tide 4 partir duque| ^ ^ 

po.ypept.de ou de son gene e, sous ,a dependance d'un promoteur, de p^ren. un 
pyoteur fort; on t^fecte des celluIes par „ ^ ^ 
ceHu.es productices> expriman[ , ^ ^ ^ ^ 

■o c.cu, t . V e des eeH.es naiVes indicates expHmant a ,eur surface un £j de 
ad,tep ro te,„e en presence desd.tes eeUu.es product ; « on observe la formation de 
syncytia ou I absence de formation de syncytia. 

La presente invention concede en outre ruffltafa, d'un gene ou d'un 
ac. e nuc,e iq ue ou d'un foment de gene ou d'un ac.de nuc.eique codan, pour une 
protcne ou „, ^ que ^ ^ ^ 

Procedes objets de .'invention, da. des conditions 

ex P ress.on, pour preparer une composition tt.erapeu.ique ou prophy.ac.ique 

Un autre obje. de .'invention est une composition therapeutique ou 
Prop yiact^e eomprenant un gene ou un acide nuc.eique ou un fragment d e gene ou 

mrr codant pour une proi * ne ° u - ^ - - — 

hetero.o te " e C ° mP ° Siti ° n ^ C ° mPrendre » ^ P~- 

ro.ogue ou auto.ogue, d e preference hete^ogue, pour .'expression de .adite 
proteme ou dudit polypeptide. 

25 L-mvention conceme aussi les objets suivants : 

- un vecteur depression eomprenant au moins un gene ou un ac.de 

PO.ypept.de ,e.s que def.n, pr«edemment, e, des elements necessaires a son 
expression dans une cellule hole ; 

30 nnvenuon,;. ^ ^ ~* ~~ * 
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- ^mr^+^r ."^composition therapeutique ou prophyi active comprenant au-moins 
^TiTrvectein-tfrscpra^ ce!hituii6te"deTfnTeTtttonT * '~ — — ~~ 

Les diflerentes compositions therapeutiques de l'invention sont en 
particulier destinee au traitement de cancers, tei que par destruction des cellules 
cancereuses au moyen de la formation de syncytia. Les differentes compositions 
prophylactiques de Invention sont notamment destinees a prevenir une deficience 
dans I'elaboration du placenta. 

Les compositions de l'invention therapeutiques ou prophylactiques, telles 
que definies ci-dessus, sont avantageusement destinees a un traitement communement 
denomme « traitement par therapie genique » ou « traitement par transfert de gene ». 

Comme enonce ci-dessus, les proprietes fusogenes de la proteine Env 
HERV-W, du polypeptide Env HERV-W ou de ieurs fragments iels que dermis dans la 
presente invention trouvent notamment une application dans le domaine de la therapie 
genique des cancers. 

A ce jour les genes les plus frequemment utilises dans la therapie contre 
les cancers sont (i) les genes qui codent pour des proteines qui augmentent 
Timmunogenicite des cellules tumorales, telles que les cytokines pro-inflamatoires, (ii) 
les genes qui codent pour des enzymes qui rendent les cellules cancereuses sensibles a 
un pro-medicament dans des systemes gene/pro-drogue, tels que le systeme thymidine 
kinase du virus Herpes Simplex/Ganciclovir ou le systeme cytosine desaminase/5FC. 

De maniere ideale, le transfert de genes therapeutiques devrait conduire a 
la fois a une destruction locale des cellules cancereuses, a Pactivation de 1'immunite 
anti-tumorale pour eliminer les zones tumorales auxquelles les genes therapeutiques ne 
peuvent etre delivres et le traitement ne devrait pas causer de dommages aux tissus 
cellulaires normaux de Thote, en particulier aux tissus des organes vitaux. 

La proteine ou le polypeptide de l'invention qui comprend ou consiste en 
la proteine Env HERV-W ou ses fragments, en particulier un fragment qui commence a 
Pacide amine 448 et se termine a l'acide amine 538 de SEQ ID NO : 1, ou en une 
sequence poiypeptidique presentant pour toute suite de 20 acides amines, au moins 
80%, de preference au moins 90% ou encore au moins 95% d'identite avec 
SEQ ID NO :l ou un fragment de SEQ ID NO : 1 et en particulier le fragment identifie 
ci-dessus, sous la dependance d'un promoteur heterologue ou autologue capable 
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_ — d'-ifidtiwrttei expression i repond aux criteres definis ci dcssas via la formation de 
syncytia. Ces syncytia se forrgent a partir de cejlule(s) trans fectee(s) par un processus 
de fusion de cellule a cellule. 

Dans un mode de realisation en vu d'optimiser ses caracteristiques 
5 therapeutiques, la proteine ou le polypeptide de V invention ou tout fragment est 
eventuellement fusionne avec d'autres proteine(s) ou fragment(s) de proteine(s), meme 
si intrinsequement il repond aux criteres defmis precedemment. A contrario, tout ou 
partie de la proteine, et en particulier le polypeptide dont la sequence peptidique 
comprend ou consiste en la sequence qui commence a l'acide amine 448 et se termine a 

10 l'acide amine 538 de SEQ ID NO : 1, peut etre fusionne a d'autres proteines en vue de 
leur conferer des proprietes particulieres. La proteine ou le polypeptide de 1' invention 
ou son fragment est capable d'induire la formation de syncytia a un pH voisin de la 
neutralite ou a pH neutre. Typiquement le vecteur depression ou plasmide sera adapte 
pour permettre l'expression de la proteine, du polypeptide ou fragment induisant la 

15 formation de syncytia, de telle sorte que lorsqu'il est exprime la proteine, le 
polypeptide ou fragment puisse induire la fusion des cellules transfectees avec d'autres 
cellules humaines non transfectees. II est souhaitable que la proteine ou le polypeptide 
de I'invention soit exprime independamment d'autres composants vi.aux, a moins que 
ceux ci soient utiles a la vectorisation. 

20 Aussi, la presente invention a pour objet un gene ou un acide nucleique, 

ou un fragment de gene ou d'un acide nucleique, recombinant codant pour une proteine 
ou un polypeptide ou un fragment de I'invention qui induit la formation de syncytia par 
fusion de cellules transformees et de cellules malignes ctbles et son utilisation dans le 
domaine de la therapie de maladies malignes, telles que les cancers. 

25 L' invention concerne egalement une methode de traitement d'une maladie 

maligne chez un patient qui consiste a administrer au patient le gene ou un acide 
nucleique, ou un fragment de gene ou d'un acide nucleique, recombinant codant pour 
une proteine ou un polypeptide ou un fragment de I'invention qui induit la formation de 
syncytia par fusion de cellules transformees et de cellules malignes cibles. 

30 Le gene ou l'acide nucleique, ou le fragment de gene ou d'acide nucleique 

est introduit in vitro dans des cellules humaines appropriees, telles que des cellules de 
lignees continues immortalisees, par des techniques standards connues de 1'homme du 
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^l.^^^r-" eCtIOn ' ' ranSdUC,10n ° U « .as cel.u*s ainsi 

propnetes fusogenes. 

Le ^°"'^e„uc.eiqu^^ 

» de . mventton p eul etre «, de differentes manieres ^ le ^ , £ " 

partner pour ,e dement de tumeurs solldes ou mo|les ^ ^ ^ J 

etre transformees v/vo ou /« w.,,-. T 

ou ,„ vivo par les vecteurs (plasmides) codant pour le 

polypeptide de I'invention. 

Les propnetes fusogenes de la pro ,eine Env HERV-W, du polypeptide 
, nv HE RV W ou de leu. fragments te ,s q ue defmis dans ,a present! 

trou ent ega.emen, u„e app.iea,ion dans ,e domaine de ,a prophy.ax.e pour prevenir 
une defence darts 1'e.aboration du placenta e, pa.lier des echecs de grossesse 

Le gene ou Pacide nue.eique ou .eurs fragments tela que deftnis dans 
1 mvennon peuvent done etre utiUse pour differents effets therapeutiques ou 
prophy.act.ques, ,e but ultime etan, soi, (t) de detruire les ee.lu.es cibles par formation 
de syncytta induisant une mort eel.u.aire des cellules cibles par un processus de mort 
■fferen. de ia mort ce.lu.aire par apoptose, soit (ii) d'induire ou de favonser la 
format de syncytia, par exemple pour palHer une defteienee dan, .a formation des 
syncyttotrophoblastes lors de ,a grossesse, ou pour prevenir une deftctence dans ,a 
0 format.on naturelle de tout autre type de syncytta, .adite deficience *ant associee a une 
pathologic 

L-invention conceme egalemem .'utilisation de la proteine Env HERV-W 
ou d un fragment de Env HERV-W, tels que deftnis precedemment, a ,a surface d'un 
vecteur de therapie genique eomprenant, entr* autres, un gene ou une sequence d'acide 
nuc.e.que ou un oligonucleotide d'interet tberapeu.ique susceptible d'etre exprime dans 
une cellule c.b.e ou de sender a une sequence nuc.eotidique complement^ d'une 
ce..u,e ctble, ,adi,e proteine Env HERV-W ou ledi, fragment de cette proteine 

nZuT 7. SO " ^ Ce " Ulaire ■ f ~ - 

^d ton du gene ou de la sequence d'actde nue.eique ou de ro.igonuc„o,ide 
d interet therapeutique dans la cellule cible. 

une orcein ^ ~" * — < 

proteme ou un po.ypeptide ou un n.gment <, enve|oppe f . ^ 
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^l hUma ^' e ,edh P~ u^equence polypepndique 

• qu ' « 1 * «Q TrrNon W ^ £nl de sEQ ib-NO T %„ 

part.ca.ier un fragment don. .a sequence peptid.que comprend ou consiste en .a 
s jence qui commence a Pacide amine 448 e. se .ermine a racide amine 538 de SEQ 
5 D NO : I, ou une sequence presentan, pour «ou«e suite de 20 acides amines, au moins 

7eo ,n MoT" 2U ^ 9 ° % ° U enC ° re " m ° mS 95% d, ' demi * ™ la *««" 
SEQ ID NO :. ou avec un fragment de SEQ ID NO :., en particu.ier tel que defni ci- 

dessus. De preference, .e vecteur de therapie genique de .'invention comprend .a 
sequence SEQ ID NO :,. Dans un mode de rea.isat.on part.cu.ier de .'invention ,e 
-0 vecteur de therap.e genique precedemmen, cite consiste en un vecteur retroviral 
Casstque de type MLV ou en un vecteur ,e„tivira. pseusotypes par tou, ou part.e de .a 
prote.ne d'enve.oppe de HERV-W ,el Ie que def.nie ci-dessus, ou encore en un vecteur 
syn.hetique portan, a sa surface tout ou parrie de .a proteme Env HERV-W ,e..e que 
defin.e c-dessus conferant les proprietes de ciblage ce.lu.aire e. de fusion de .a 
15 membrane plasmatique. 

L'invention concerne encore un vecteur de therap.e genique comprenan, a 
sa surface le recep.eur de .a proteine ident.f.ee en SEQ ID NO : 1 , notammen, pour 
abler des cellu.es produisan, .a proteine identifiee en SEQ ID NO:l de facon 
constitutive ou induite. 

» Les sequences d'ac.des nuc.eiques et/ou oligonucleotides d-intere. 

therapeutique (anti-sens ou codan, pour .une proteine) permettent notammen. dc cib.er 
les cellules dans lesquelles un g^ne est exprime. 

Les sequences d'acides nucleiques ou les oligonucleotides anti-sens son, 
-pab.es d'in.erferer specifiquemen, avec ,a synthese d'une proteine cib.e, par 
25 .nh.b.t.on de ,a formation e.ou du fonc.ionnemen, du polysome,' se.on le 
posmonnemen, de I'anti-sens dans l'ARNm de la cib.e. Done, le choix frequent de la 
sequence entouran. ,e codon d'initiation de ,a traduction comme cible pour une 
■nh.b.t.on par une sequence d'acide nuc.eique an.i- S ens ou par un o.igonucleo.,de ami- 

" * Pr ' Venif 12 fonnati0n ^ COmP ' eXe d ' ini,ia,i ° n - ^ «*-*« • — 
I .nh.b„,on par des oligonucleotides anti-sens imp.iquen, une activation de la 

nbonuclease H qui digere les hybrides oligonucleotide anti-sens/ARNm ou une 

mterference au niveau de sites d'epissage par des oligonucleotides ant.-sens don, la 
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-ZC ^^'^^ * l'ARNm. Les o.igonuc.*„ teami . sens sont 

• COmPlai!5ra,reS i^-^^ -.. 

,anscnp„o„ par , a fomatlon d , une ^ ^ ..^^ ^ 

par des ,a,so„s nydrog6ne dites de ^ ^ ^ 

5 hel.ce d ADN . Dans ce cas panicu , ier on ^ ^ * 

n « *■ « que les s6quences d , acjd£s J - 

CgonuCeofdes anti-sens peuven, etre strictemem compl , mcntaires de 

ou ARN a laque.le ils doiven , s . hybrider , majs ^ non 

a a C on dlll o„ qu't.s s^den, a Ia cible . De ^ ; , peu( ^ 

ant.-sens non modifies ou modifies a„ niveau des Haisons inter-nuc.eotidiques Tou.es 

ces not.ons font pmie des conduces genentles de .'homme de Pan 

La presente invention conceme done „„e composition therapeutique 
com,™, emre a UtreS> un veeteur de thempie gemque, la proteine Env HERV-W ou 
un fragment de cette prot eine ,e„e q ue definie precedemment, e, une sequence d'.cide 
.5 - nu cl e,que ou o.igonuc.eotide tuni-sens tels que definis ci-dessus. 

La proteine Env HERV-W ou un de ses fragments est egalemen. uti.ise 
comme veeteur tnempeu.ique pour .e ttansfert d'un gene d-interet therapeutique dans 
- ce„u.e cib,e et dans la Nation d . une J 
«o, un veeteur de therapie genique, la prot , ne ^ ffiRv . w ou ^ 
cet, pro erne ,e.,e que definie preempt, e, un gene dMntera, therapeutique .insi 

dT„ i rr permettant rexprcssion dud,t ^ ne d ' int ^ l - 

mtere. thetapeuttque peuven, etre non mutes ou mutes. „s peuven, element 

~ en des acides nuc.eiques modifies de sotte „, „e ,eur es, pas poLe de 
nt g, d |e d£ , a ce] , uIe ^ ou dK ^ ^ 

25 d agents, tels que la spermine. 

Par e.ements assuran, ."expression dudi, gene d-intere, therapeutique in 

2 O" ra„ notammen, reference aux dements n^essaires pour assurer TexprLon 
d, ge merapeutique) apris son (ransfm ^ ^ ceMuie dbie n 

e equences pmmotnees e.ou des sequences de regu, a „o„ ettcaces dans .adite 
.0 e, u,e, e, eventueHemen, -es sequences requises pour pennettre .'expression a Ia 
surr.ee des eeHu.es eib.es d-un po.ypeptide. Le promo.eur uti.ise eu, etre u 
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^C^^^ P i e -^ emi0nnera ~. «. quejes promoteu* d« virus 

ou du v.ru, de la vacctne. I, est en o Utre possible de choisir une sequence promotrice 
specie d un ,vpe ce.lu.aire donne, ou activab.e dans des conditions definies La 
5 mature proeure un grand nombre d'informations. relatives a de tel.es sequences 
promotrices. 

Dans un autre mode de reaction, on pent uti.iser dans une composition 
«herapeu., q ue une ce.lu.e expriman, .a proteine Env HERV-W ou un fragment de cette 
proteine te.s q ue definis precedemment comme vehicuie de gene(s) de gmnde taiHe 
■0 grace aux proprietes fusogenes de la proteine ou de ses fragments qui permettent la 
fus.on de .a cellule vecteur avec une cel.u.e note deficita.re pour un ou des genes 
determme(s), permettan. ainsi de compenser .e ou les gene(s) deficits) (exemp.e • 
distrophine). 

L'invention coneerne done egalement une telle cellule e, son utilisation 
1 5 comme vecteur cellulaire. 

Les proprietes ou pouvoir fusogcne(s) de la proteine ou du polypeptide de 
mvention ou de leu* fragments son, ega.emen, utilisees dans un precede pour tester 
1 eflicacite e, selections des drogues ou substances medicamenteuses ou des 
systemes gene/pro-drogue susceptib.es d'in.ervenir qualitativemen, e«/ou 
20 quan.itativemen, sur leur pouv oir fusog e„e par mjse e „ m de ^ ^ ^ 
substance medicamenteuse ou dud.t systeme gene/pro-drogue avec des cellules d'une 
culture cellulaire expnmant ladite proteine ou ledi, polypeptide ou ledi, fragment et, 
observation d'une region ou d'une disparition dans ,a formation de syncytia, etan, 
entendu que la formation de syncytia a Peta, nature, es, associee a un eta. 
25 pathologique. A titre d'exemp.e, on peu. citer les phenomenes nemorragiques la 
destrucon ou Paheration des cellules neurona.es, ,a destruction ou .'alteration 
exacerbee des osteoblastes. 

•.'invention conceme aussi un procede pour .a selection de drogues ou 
substances medicamen.euses ou de systemes gene/pro-drogue susceptib.es d-intervenir 
quabtauvement et/ou quantitativement sur ,e pouvoir fusogene d'une proteine ou d'un 
polypep„de ou d-un fragment ,e, que defini precedemment. Se.on ce proc ede, on me. 
en comae. ,adi.e drogue ou substance medicamenteuse ou .edit systeme gene/pro- 
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"tai*. de wf 55 * ° bSerVe - Une *^ i6 » * -B a«o„dS. ia 

d 'acMe„ uc ^:it;:r T em i,u,i " sa,,on d,au m ° ,ns - -~ 

*■*■* in vivo J ZLToTT ou sonuc,6o,ide dans ,e b - 

•0 pa th o,o glqu , " ^ d,SPami ° n * — ies a un etat 



20 



25 



30 
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Ke^9^totide^IOH).comme support pour P immunisation^ a de I'albumine^erique 
■jpeptide-SAjrfees animara^nt smmiis *-im^ de 
I'adjuvant complet de Freund. Les serums et'les sumageants de culture d'hybridome 
issus des animaux immunises sont analyses pour leur specificite et leur selectivity en 
utilisant des techniques classiques, telies que par exemple des tests ELISA ou de 
Western Blot. Les hybridomes produisant les anticorps les plus specifiques et les plus 
sensibles sont selectionnes. Des anticorps monoclonaux peuvent egalement etre 
produits in vitro par culture cellulaire des hybridomes produits ou par recuperation de 
liquide d'ascite, apres injection intraperitoneal e des hybridomes chez la souris. Quelque 
soit le mode de production, en surnageant ou en ascite, les anticorps sont ensuite 
purifies. Les methodes de purification utilisees sont essentiellement la filtration sur gel 
echangeur d'ions et la chromatographic d'exclusion ou l'imrnunoprecipitation. Un 
nombre suffisant d'anticorps sont cribles dans des tests fonctionnels pour identifier les 
anticorps les plus performants. La production in vitro d'anticorps, de fragments 
d'anticorps ou de derives d'anticorps, tels que des anticorps chimeres produits par genie 
genetique est bien connue de l'homme du metier. 

Plus particulierement, par fragment d'anticorps on entend les fragments 
F(ab)2, Fab, Fab', sFv (Blazar et ah, 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 et 
Bird et al., 1988, Science 242 : 423-426) d'un anticorps natif et par derive on entend, 
entre autres, un derive chimerique d'un anticorps natif (voir par exemple Arakawa et 
al., 1996, J. Biochem 120 : 657-662 et Chaudray et al., 1989, Nature 339 : 394-397). 

Comrae evoque precedemment la therapie genique ouvre la possibility 
d'exprimer in vivo de tels Hgands par 1' administration de compositions therapeutiques 
comprenant au moins un gene codant pour un tel ligand. Un tel gene d'interet 
therapeutique code notamment (i) soit pour au moins un anticorps polyclonal ou 
monoclonal ou un fragment d'anticorps monoclonal ou polyclonal ou encore pour un 
anticorps transmembranaire natif, ou un fragment d'un tel anticorps, pour autant que 
l'anticorps ou fragment d'anticorps soit exprime in vivo a la surface d'une cellule cible 
ou de cellules cibles d'un tissu et soit capable de reconhaire et de se iier audit 
recepteur, (ii) soit pour au moins une molecule inhibitrice comme decrit ci-dessus. 

Par cellules cibles ou cellules cibles d'un tissu, telies que defmies ci- 
dessus, on entend (i) soit des cellules au niveau desquelles on veut intervenir pour 
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Par element assurant I 'expression in vivo dudit gene, on fait notamment 



5 reference aux elements necessaires pour assurer son expression, apres transfert dans 
une cellule cible. II s'agit notamment des sequences promotrices et/ou des sequences 
de regulation efficaces dans ladite cellule et eventuellement des sequences requises 
pour permettre r expression a leur surface d'un po lypeptide ou d'une molecule 
inhibi trice, tel qu'evoque ci-dessus. Le promoteur utilise peut etre un promoteur viral, 

10 ubiquitaire ou specifique de tissu ou encore un promoteur synthetique. Des exemples 
de tels promo teurs ont ete decrits precedemment. 



region fonctionnelle capable de reconnaitre et de se fixer au recepteur est exprimee a la 
surface des cellules cibles pour permettre la reconnaissance et la fixation. De tels 

15 anticorps peuvent consister en des polypeptides de fusion comprenant une sequence 
d'acides amines definissant la region fonctionnelle et une sequence d'acides amines 
definissant un polypeptide transmembranaire qui permet Tancrage au sein de la bi- 
couche lipidique membranaire des cellules cibles ou a la surface exteme de cette bi- 
couche lipidique. Des sequences nucleiques codant pour de tels anticorps 

20 transmembranaires sont decrites dans la litteraure. 

Par gene ou sequence d'acide nucleique ou leurs fragments, on entend (i) 
un gene ou un acide nucleique natif isole ou leurs fragments isoles obtenus par coupure 
enzymatique, ou (ii) un gene ou acide nucleique ou leurs fragments obtenu(s) par 
synthese chimique a 1'aide de synthetiseurs automatiques, tels que les synthetiseurs 

25 commercialises par la societe Applied Biosystems. 

Par cellules tumorales, on entend (i) des cellules de lignees cellulaires 
immortalisees ou (ii) des cellules primaires tumorales prelevees chez un patient. 

Par promoteur autologue, on entend un LTR 5' de HERV-W, a la 
condition qu'il soit fonctionnel et par promoteur heterologue on entend tout promoteur 

30 n'appartenant pas a la famille de HERV-W, d'origine virale, retrovirale ou cellulaire, 
eventuellement modi fie, a la condition qu'il soit fonctionnel. Avantageusement, le 



Par anticorps transmembranaire, on entend un anticorps dont au moins la 
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prdmot«*r»utol^gue-ou hetcrologue est un promoteur fort ciest-a-dire qu'il est capable 
^•"""TruSTm^ ,a proteine ou du polypeptide. 

Le pouvoir fusogene de la proteine Env HERV-W peut egalement etre 
utilise pour favoriser le processus d' adhesion cellulaire dans la cas de greffes 
5 heterologues ou homologues ou dans des processus de reparation cellulaire. 

Exemple 1 : 
Lignees cellulaires: 

La lignee TELCeB6 (Cosset et al, Journal of Virology, 69 (12) : 7430- 

10 7436 (1995)) derive de la lignee TELac2 apres transfection et selection clonale d'un 
plasmide d'expression destine a produire des proteine Gag et Pol de type MoMLV 
(virus de la leucemie murine de Moloney). La lignee TELac2 derive initialement des 
cellules humaines de rhabdomyosarcome TE671 (ATCC CRL 8805) et exprime le 
vecteur retroviral rapporteur nlsLacZ (Takeuchi et al M Journal of Virology, 68 (12) : 

15 8001-8007 (1994)). La production de particules retrovirales infectieuses par les cellules 
TELCeB6 depend des vecteurs d'expression d'enveloppe transfectes. 

Ces cellules sont cultivees en milieu DMEM (Dulbecco modified Eagle 
medium - Life Technologies) avec 10% de serum de veau foetal (Life Technologies). 
D'une maniere generate, ce milieu a ete utilise pour tous les autres types cellulaires, le. 

20 les cellules TE671 (ATCC CRL 8805 - rhabdomyosarcome humain), A-431 (ATCC 
CRL- 1555 - tumeur solide, carcinome epidermoide humain), HeLa (ATCC CCL-2), 
COS (ATCC CRL-1651), PAE (cellules endothelials d'aorte de pore), XC (ATCC 
CCL-165 - sarcome de rat), NIH-3T3 et QTB (ATCC CRL-1708). 

Construction des vecteurs d'expression d'enveloppe : 

25 Le plasmide pHCMV a ete utilise pour l'expression de env HERV-W. Le 

plasmide FBASALF-ARless a ete utilise en qualite de temoin positif de fusion; il 
produit une forme hautement fusogenique de la giycoproteine d'enveloppe MLV 
amphotrope, modifiee par introduction d'un codon stop avant le premier acide amine du 
peptide intracytoplasmique p2-R (Rein et al., Journal of Virology, 68 (3) : 1773-1781 

30 (1994)). env HERV-W clone en anti-sens dans le plasmide pHCMV a ete utilise 
comme temoin negatif. 

Transfection et tests de fusion de cellule a cellule (coculture) : 
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: M ^:: l Z-^ nA ' kS d 'Wion des glycopj^nes d'enve.oppe son. 
J^m** lesnmrtes-TEtCfeBtr parTrectprtatibh au phosJfTa.Tde ' Calcium 
(Cosset e. al.. Journal of Virology, 69 (10) : 63.4-6322 (1995)). Les cellules TELCeB6 
confluentes expriman. Env son, fixees au Glutaraldehyde a 0,5% en PBS, 24 h apres 
transfecon. Une coloration par des solutions de May-Grunwald e. Giemsa (MERCK) 
est alors effectuee se.on les recommandations du foumisseur. Elle colore les noyaux en 
volet e, les cytoplasmes en mauve et permet de visualiser les syncytia. 

Pour les experiences de coculture, les cellules transfers sont decrochees 
du support, comptees puis re-ensemencees a concentration egale (3 x 1 0 5 cellu.es/puit) 
en plaques 6 puits. Des cellules fetiches indicates sont alors ajoutees aux cellules 
transfers a raison de I0 6 cellules par put, et la co-culture est poursuivie pendant 
24 h. Une coloration XGal (S-bromo^chloroO-indoIyl-p-D-galactopyranoside peu. 
alors etre effectuee pour colorer le noyau des cellules TELCeB6 (Cosset el al., journal 
of Virdogy, 69 (.0) : 63.4-6322 (.995)). Elle est suivie d'une coloration par des 
soluttons de May-Gruriwald et Giemsa (MERCK) effectuee se.on les recommandations 
du foumisseur. 

La majorite des syncytia est observable 18 a 24 heures apres le debut de la 
transfecon ; le decrement progressif des cellules ne permet plus d'observation, ni de 
co.orat.on 36 heures apres la transfection. La fusion observee correspond a une fusion 
" from within », c'est-i-dire a une fusion de ce.Iule-a-cel.ule, a partir d'une cellule 
expnmant Tenveloppe, par opposition a une fusion - from without " qui correspond i 
une formatton de syncytia consecutive a une fusion virion-cellule(s). 

Le tableau 1 ci-apres rassemble les resultats obtenus concemant la capaci.e 
de fus.on de cellule a cellule de Env HERV-W par .ransfec.ion directe, comparee a 
celle de Penve.oppe temoin ARless. Us cellules TELCeB6 et TE67. correspondent a 
des hgnees d'origine humatne. Les cellules COS son. des cellules de rein de singe vert 
Les cellules XC sont des cellules de rat. 



WO0, "« m { - " { PCT/FR0O/O24J9 



Tableau "I 



Enveloppe 

ARless 

HERV-W 



index* de fusion sur les cellules 



TELCeB6 


TE671 


COS 


XC 


33 


8,6 


inn. 


40 


61 


24,7 


3,6 


0 



5 aL'index de fusion correspond au pourcentage (N-S)/T, ou A' est le nombre 

de noyaux en syncytia, S est le nombre de syncytia et Test le nombre total de noyaux 
comptes. inn. signifie innotnbrables, organises en "reseau". 

Le tableau I montre que les resultats sont au moins aussi important pour 
Env HERV-W que pour le temoin sur les cellules d'origine humai ne : Us sont moindres 
.0 sur les cellules simiennes. Env HERV-W n'induit pas la formation de syncytia sur des 
cellules de rat 

Le tableau II ci-apres rassemble les donnees observees dans des 
experiences de coculture de cellules indicatrices avec des cellules TELCeBo 
transfers par P HCMV- e „v HERV-W. Le type, I'origine e, Tespece des cellules 
.5 mdicatrices sont indiques. La fotmation de syncytia est indiquee par les mention, 
oui/non. , 
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Tableau [I 



Espece 


Type cellulaire 


Homme 


TE671 




A431 




HeLa 


Singe 


COS 


Pore 


PAE 


Rat 


xc ' 


Souris 


3T3 


Caille 


QT6 



Origine 



Rhabdomyosarcoma 
Carcinome epidermoide 
Carcinome epithelioide 
Type fibrobJastique 
Endothelium 
Sarcome 
Fibroblastique 
Fibrosarcome 



Fusion en co-culture avec 
TELCeB6 



Oui 

Oui 

Oui 

Oui 

Oui 

Non 

Non 

Non 



Le tableau II detaille es resultats de« 
v - 'wuiiais des expenences de coculture en foncHnn 

des Iignees cellulaires tester n« «u ionction 

d s T Ce " U,eS ^ SingC dC ** fibrab ^- (COS), 

des cellules de pore d'endothelium (PAE) « des cellules Hp , 

fibroblastique (3T3) Le fait cue P S ° UnS ,ypC 

, „ A q enveloppe endogene humaine Env HERV-W soi, 

capable de fusionner dans des cellule A. "tKV-w soil. 

Exemple 2 : 

Amplification «,*i„« w „ „, „ m fc f 

specifioues Fn.ffc, , gracc 3 Un cou P le Amorces 

speemques. En effet, sachant que la famille HERV W ™ 

mine rifcKV-W comporte de nombreuses copies 
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^-^^?^ iCU,ier n ° mbre '™ de «R, ce „ e s.n.tegie-penne. 

(LTR5 ) tuee en »o„ t , exclusivemen, sur .e chromosme 7. On u,i,ise pour ce!a una 
«« s,yb ri dan, sur une s ^ uence sp , cjfique siw6e ^ ^ » 

S -.a « Wosome 7, e, une „ L6.86 s-hybnda„. de fa f on chevauchante sur ,a 
reg.on L, du LTR 3- e. ,e gene ceUu.aire adjacen, sur ce m£me dmm ^ u 

on g uePCR(ouLD.PCR)es t rea li seedans.escond« i ons S u,va„tes, ■ x 5 mi „ a94°C 
0 x 00 sec a 94'C, 30 sec a 55»C, 8 min . . 68 o C) , 25 x (I0 S£c , 3Q ' 

m ,n. a 68 »C + ,0 sec /cyCe), , x 7 min . 4 ^ £ „ de ' 

d a m p.,„cat,on (50 mM Tns HCL P H 9,0 a 25»C, ,5 mM (NH 4)2 S0 4 , 0,% Triton X- 
100); 1,5 mM M g Cl 2 , 0,25mM de chaque dNTP, 330 nM de chaque amorce (U6 19 8 e, 
U51 86), , U d'ADN po.ymerase ainsi que 20On g de matrice (ADN genomique) dans un 
volume final de 50ml. 

A partir de ce produit PCR de lOkb dilue, une PCR nichee "env" ainsi 
» .u une PCR „ ichee "LTR" son, effectuees, ann driver ia prince ou non d'un 
polymorphs de ces deux region, La dilution perme, une amp.ifica.ion sp&iflque , 
part, du produi. de LD-PCR e, non du ma«ene. genom.que de depan. La PCR nichee 
=nv « riaIisee g^e aux amorces U61g9 £t Ulg6 lWce u6ig9 ^ 

em pl oye e pour la LD-PCR, ramorce U6.89 e.an. s,«uee en amon. de 1'ATG de env La 

t U ^ * ^ 16 C ° UPle d '~ U646 ° « ^ 
U6460shybr.de en a m0 n t de ,a LTR 5' tandis q ue .Wee L5643 stride dans ,e 

omame R de „ LTR 5". Les PCR nichees son. reahsees dans ,es condi.ions suivan.es 
x 5 nua a 94»C, 30 x (, mi , a 94X, , mi , a 53 « C , , min . , ^ , , , _ ! 

: 5 MM^ ^ ' amPOn d ' amP ' ifiCa,i0n <'° mM Tris HCL P H 8,3. 50mM KC), 
US mM MgC, 2 , 0,25mM de chaque dNTP, 330 nM de cha q ue amorce, ,,2SU d'ADN 
polymerase, un aliquo. du produi. d-ampfificafion de ,a LD-PCR, dans un vo.ume final 

Analyse du polymoiphisme: 
PCR ' h ' Afi " d ' 0bjCCtiVer h P " enCe °" d ' U " P° Wisme, .es produia des 
■a-a.yse par ,a ,chni q ue SSCP (Single Suand Co„fonna,on Polymorph^) 
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pem^ttatokde^mettcfc-cn evidence la presence d'au moiq&aine mutation enfre deux 
w ^ueifiCeTiE5Urtes dMrteTaiile i mby«E5c de 2SEpE — ' 

Polymorphisme du gene e/iv: l'utilisation de 20 amorces (10 amorces sens 
paires: 6302 a 6320 et 10 amorces anti-sens impaires: 6303 a 6321) permet le 
sequencage de la region codante de I'enveloppe a partir du produit PCR nichee 
enveloppe. Ces amorces peuvent egalement etre utilisees pour une analyse du 
polymorphisme par SSCP. A titre d'exemple, les sequences des genes d'enveioppe de 
trois donneurs sains etiquetes D6, D10 et D21 sont illustrees a la figure 2. Ces 
sequences montrent 1'existence d'un faible taux de polymorphisme. Si on utilise la 
sequence d'enveioppe du donneur D6 comme reference arbitrage, la sequence de 
. I'enveloppe du donneur D21 possede une mutation en position 386 (T386C), le 
remplacement de la thymine par la cytosine induisant un changement d'acide amine de 
valine en alanine (V128A en numerotation proteique). De meme, la sequence du gene 
de I'enveloppe du donneur D10 presente deux mutations par rapport a la sequence du 
donneur D6, en position 671 (T671C) et 920 (G920A), induisant deux changements 
d'acides amines, respectivement de valine en alanine (V224A en numerotation 
proteique) et de serine en asparagine (S306N en numerotation proteique). Ces 
sequences illustrent 1'existence d'un polymorphisme Le sequencage de 12 ADN de 
patients a ete realise et nous a permis d'observer un faible taux de polymorphisme entre 
les ADN testes. Par exemple, la comparaison des sequences issues de deux individus 
notes 10 et 21 montre la presence de trois bases de difference en acides nucleiques sur 
les 1617 bases du gene, ce qui correspond a un taux de polymorphisme de 0,19%. Deux 
mutations sont situees sur la sequence de I'ADN 10 (T671C et G920A) et une sur la 
sequence de l'ADN 21 (T386C). La sequence de 1'individu 6 sert de reference. Cette 
meme analyse au niveau proteique permet d'observer 3 acides amines mutes pour 
I'enveloppe entiere comportant au total 538 acides amines, soit un taux de 
polymorphisme de 0,56%. Les deux mutations de la sequence issue de 1'individu 10 
sont V224A et S306N et celle de la sequence issue de 1'individu 21 est V128A. 

Polymorphisme de la region promotrice U3 de la LTR5' associee au gene 
d'enveioppe: le sequencage du domaine U3 du LTR 5' est realise grace aux 2 amorces 
precedemment utilisees pour la PCR nichee LTR. A titre d'exemple, les sequences de la 
region U3 de la LTR5* (associee au gene de I'enveloppe) de deux des donneurs sains 
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(etkfW5tcM)6 et -DJt)- pour lesquels Venveioppe a par aiileurs ete sequence sont 
l'TTustre^TIa*rigure 3TCe7sequences montrent ^existence d'un taux de polymorphisme 
plus important que pour le gene de 1'enveloppe. On notera en particulier les variations 
aux positions 210 (T pour D6, C pour D21), 211 (G pour D6, A pour D21), 229 (A 
pour D6, G pour D21), 231 (T pour D6, C pour D21), 232 (C pour D6, A pour D21) 

Les sequences des amorces utilisees pour la PCR, le SSCP et la 
sequencage sont illustrees dans le tableau III ci-dessous. 



Tableau III 

10 



NOM: 


SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES: 








Amorces PCR longue 


U6198 : 


5'- CAA-AAC-GCC-TGG-AGA-TAC-AGC-AAT-TAT-C-3' 


L6186 : 


5'- GCA-CCC-TCA-TGG-TTG-TGT-TAC-TTG-G-3' 








Amorces PCR nichee env 


U6189: 


y- CTG-AAA-ATC-CAG-GAG-ACA-ACG-CTA-GC-3' 


L6186: 


5 - GCA-CCC-TCA-TGG-TTG-TGT-TAC-TTG-G-3' 








Amorces PCR nichee LTR 5* 


U6460: 


5'- TTG-GTA-CCC-AAA-ACG-CCT-GGA-GAT-ACA-GCA- 
ATT-ATC-3' 


L5643 : 


5'- AAC-TCG-AGT-GAA-ATA-GCA-TGA-AAA-CAG-AG-3 












Amorces SSCP et sequencage env: 


U6302 : 


$'- AGG-AAA-GTA-ACT-AAA-ATC-ATA-AAT-C-3 1 


L6303 : 


5'- GGT-TCC-CTT-AGA-AAG-ACT-CC-3' 


U6304: 


5*- AAT- ATT-G AT-GCC-CC A -TCG -T AT- A-3 ' 


L6305 : 


5'- CC A-GTT-TGG-GTG- AAG -T AA-GTC- 3 ' 



t 
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U6306J. 



5*- GGA-GGA-CTT-GGA-GTC-ACT-GTC-3' 



5«- AGe-eGA'-OTA*Tee^GTA•-CGG-XG-3 , 



U6308 : 



5'- GGA-CTA-GAT-CTC-TCA-AAA-CTA-CA-3' 



L6309 : 



5'- ACG-GAA-GTG-GTG-TTT-ATT-TCT-G-3' 



U6310: 



5'- CCT-GAA-CAA-TGG-AAC-AAC-TTC-3* 



L6311 : 



5'- ATT-CCT-GAG-GGT-AGG-CAG-AC-3' 



U6312: 



5'- GGT-AAC-TCC-TCC-CAC-ACA-AA-3' 



L6313 : 



5'- GAA-TGG-GTA-CTC-TTT-TGT-TGC-3' 



U6314: 



5'- TAC-AGT-TAT-GTC-ATA-TCT-AAG-CC^' 



L6315 : 



5'- TAA-GTT-GAT-CTT-GCA-AGG-TGA-C-3' 



U6316: 



5'- CTA-AAT-GGG-GAC-ATG-GAA-CG-3' 



L6317: 



5*- TAT-TCG-ATC-TGG-AAT-TTC-TTC-AAC-3' 



U6318: 



5'- CAA-TCC-GGA-ATC-GTC-ACT-GA-3' 



L6319: 



5'- AGA-CAA-AGT-TAA-CAA-GGA-GGT-TC-3' 



U6320 : 



5'- ACT-CCT-CTT-TGG-ACC-CTG-TAT-C-3' 



L6321 : 



5*- GAG-GTT-GGC-CGA-CCA-CCG-3' 



U fait reference a des amorces sens et L fait reference a des amorces reverses. 



Exemple 3 : 

Afin de determiner le recepteur reconnu par la glycoproteine d'enveloppe 
5 de HERV-W parmi les recepteurs connus comme etant exprimes dans les cellules 
humaines, c'est a dire PiT-2 (le recepteur des MLV amphotropes), PiT-1 (le recepteur 
des GALV -gibbon ape leukemia virus et FeLV-B -feline leukemia virus type B) et 
hATB 0 (le recepteur des retrovirus mammi feres de type D egalement reconnu par le 
retrovirus RD114), des tests d'interference ont ete realises. Pour cela, des cellules 
10 TELCeB6 ont ete transfectees, soit avec le plasm ide d'expression codant pour 
1'enveloppe HERV-W, soit avec le plasmide d'expression exprimant TARN messager 
anti-sens du gene codant pour 1'enveloppe HERV-W, soit avec le plasmide d'expression 
codant pour un variant hyperfusogenique de 1'enveloppe MLV amphotrope nomme 
ARIess. Ces cellules, appelees "cellules productrices" ont ensuite ete co-cultivees avec 
15 des cellules humaines, dites "cellules indicatrices", exprimant le recepteur de 
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es ces d-ve.es g ,ycoprotaines aWloppe ^ ^ ^ J 

.es receptee ccrespondants, de ,es b.o<,uer e. done de ditninuer .eur capacite a 
^ avec u„e g ,ycopro,ei„e dWe.oppe r*rov.ra,e correspondante. ntais expritnee 
de man.ere exogene, a ,a surface des ceHu.es "produces". Ainsi, si ta des tests de 
fus.cn par cc.cul.ure, on observe une diminution dan s .a formation de syncytia pour un 
type ce,lu.a,re indicates b.oquant un de ces recepteurs par comparison a ,a ce.Me 
-nd.catnce paremaie pour laq ue U e ,,nse mbI e des trois receptee p 0 ten,ie.s est 
p.etnemen, access.b.e, on pourm en deduire .a nature du recepteur reconnu par 
-enveloppe exprin.ee sur ,a ceHule productnee. Apres deux J0U rs de co-cu.ture, ,es 
ceUu.es on, e,e f.xees, co.orees, et ,es indices de fusion de.erm.ne, Les results sent 
presentes dans le tableau IV ci-dessous. 



15 



20 



Tableau IV 


.iulcimc aenveioppe exprimee dans les 
cellules productrices. 

ARless " ' — " 


Proteines d'enveloppe exprimees dans les 
cellules indicatrices. 

Teraoin MLV-A GALV RD114 


anti-sens HERV-W 


+ 


HERV-W 


+ + + 


- Mgn.ne une absence de syncytia et + signifie la presence de syncytia ' 

Ten™ signifie qu 'il n'y a pas de proteine d'enveloppe exprimee dans cette cellule. 



HPPV u, reSUltatS ^ d&iUlre " d'enveloppe de 

HERV-W reconnah .e recepteur hATB" des retrovirus mammi feres de type D. En efiet 
a.ors cue cette enveloppe est fuso g eni q ue pour ,es ceUu.es indicatrices parentales ou 
^ les cCu.es indicatrices exprimant, soi, Penve.oppe MLV-A, soi, fenve.oppe 
GALV, on nobserve pas de syncytia quan d ,es cc.lu.es produces exprintan, ,a 



( 
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Exemple 4 : Contrdle de I'activite fusogene de HERV w p 
5 cytoplasmic gene de HERV "W Env par sa partie 

L'implication de la parte eytoplasmique de HERV W Fnv h ,. . 
fusogene de cet.e glycoprotein es, demontre par .a " 
<ies g.ycoprot.ines reco rabi „a„ tes suivmt T ? " C ° nStraC "° n * " ~— 

au do main e C yto P ,as miq ue du CD46 (aa 335 4 369 , Ce „ e ^ ~ 
fusogen.oue dans u„ test de fusion ce.lu.e-eellu.e (Figure 5) ' 

— . trans m e mbra nai re de m*^^, 0 ^ " " 

c^ue de ,a glycine ^ ™ 
m o™. cni m ,e pas fusog , n , U£ ^ ^ _ ^ f 

felin RDIm"^' ^ ^ U g,yC0Pr °" ine d ' enVd ° PPe d " ^ ov '- -dogene 
8 ^ «*— — - -es prole 

« -w E :; p r;: rr ~ * ,e d °- — : - * 

^ un tes, de fusion ceUu^ll 5 ) ' m ° leCU ' e * 
chinreresEnv^W 5 ^ ^ 61 " ~* «- *. 

30 L'ectodomaine de HERV-W F™, — . 

— -p. _ ,„ i,r."r;r 2 ';rr:r d - 
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15 



20 



et.aI„,(J4»8) Molecular, characterization and r,i„.,.„, i 
^<~«h-n«^=«^r- « en2a «°n and placenmlexpresston of HERV-W.-a new 
^amaff^mtogatdus retrod famity^^ 

L'ectodomaine deCD46 est defmi par .e po.ypept.de derive du precurseur 
proteique contenant les acides-amines (aa) 35 i in- 1. a 
s aa 3 1 3 z^a ' , ■ 311,6 transmem ^anaire, les 

- 3.3 a 334 e« .a partte cytoplasmic, .es aa 335 a 369 (Van, « a. (.997) 

^cation of a cytop.as.ic Tyr-X-X-Uu motif essentia, for down relation of the' 
human cel. receptor CD46 in persistent meas.es vims infection. J Virol 7. 766-770) 

L-ectodomaine de MLV-A Env es, defini par .e polypept.de derive du 
precurseur proteioue contenan, ,es acides-amines (aa) 32 a 598; ,e domaine 
transmembrane, ,es aa 599 a 62, e, .apartie cytoplasmic, .es aa 622 a 654 (Ott et 
Rem, (.990), Sequence analysis of amphotropic and ,0A. murine leukemia vims- 
Cose relauonship to mink cell focus fonning viruses. J Virol. 64:757-766) 

fectodomaine de RDM 4 Env est defmi par le polypeptide derive du 
Pr ° te,qUe les -"—ines (aa) ,8 a 508; le domaine 

transn.emh^e, Ies aa 509 a 530 e, la partie cytopiasmioue, les aa 53 1 a 564 (Cosset 
e. a.., (1995b), High titer packaging cel.s producing recombinant retroviruses res.stan, 
to human serum. J. Virol. 69:7430-7436). 

SU signifie sous-unite de surface; TM sous-unite tran.membrana.re- SP 
Pep.de ,gnal; tm domaine dWge transmembrane cy, panic clique; 
RBD domame de , iai son an recepteur; PRR region riche en pro , ine; C domaine 
carboxy-terminal de la SU. 
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~ .I. REVINDICATIONS 



formation de syncytia. P b en ™ denc « * la 

3- Precede selon la revendication 1 on i . 
4. Precede selon la revendication 3 earned 

P^n,e un es, qU er p o2j; reVend ^ * " « » 

stance SEQ ID ^ ^ ^ °" ~ " — »* «— - U 

6 Proce ^ selon la revendication 5 rara . * - - 

7- Precede selon la revendication 1 carart^ - 

30 ~ - -» po.ype PU di que qui cotnmirrr en ce que ,e poiypept,de 

i'acide amine 538 de SEQ £D NO .. ' 448 « * ' efmine * 
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Pt^dsjelon le revendication 7, caracterise en ce que le polypeptide 
^enteTme^qnence pt^ridiqu e p,uuua.n, p u U . wuu Zto decides amines 
au moms 80%, de preference au*moins 90%, ou Encore au moins 95% d'identite avec la 
sequence polypeptidique qui commence a I'acide amine 448 et se temune a I'acide amine 
5 538 de SEQIDNOI. 

9. Procede selon le revendication 7 ou 8, caracterise en ce que le 
polypeptide presente une sequence polypeptidique qui consiste en la sequence 
polypeptidique qui commence a I'acide amine 448 et se termine a I'acide amine 538 de 
SEQIDNO:l. 

10. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que les cellules dudit tissu ou de ladite culture cellulaire sont choisies 
parmi les cellules osseuses, les cellules musculaires, les cellules placentaires, les cellules 
endotheliales, en particulier des vaissaux sanguins, les ceUules epitheliales, les cellules 
gliales et les cellules tumorales ou issues de lignees cellulaires tumorales. 

11. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la detection du pouvoir fusogene de ladite proteine consiste a : 

obtenir un vecteur d'expression de ladite proteine a partir duquel 
••expression de la proteine ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, de 
preference un promoteur fort, 

transfecter des cellules par le vecteur obtenu pour obtenir des cellules 
productrices, exprimant a leur surface ladite proteine, et 

observer la formation de syncytia ou l'absence de formation de syncytia. 

12. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que la detection du pouvoir fusogene de la proteine consiste a . 

obtenir un vecteur d'expression de ladite proteine a partir duquel 
J'expression de la proteine ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, de 
preference un promoteur fort, 

transfecter des cellules par le vecteur obtenu pour obtenir des cellules 
productices, exprimant a leur surface ladite proteine, 

co-cultiver des cellules naives indicatrices exprimant a leur surface un 
recepteur de ladite proteine en presence desdites cellules productrices, et 
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ob^ryeHa formation de syncytia ou l'absence deformation de sync^ia. 
^tWiisation^-Wgeiirou ti'nrr^mzm^ou d'un ftfgineht de gene 



15 



.„._ ^ — " "« uagmeui ae gene 

ou d'un acide nucleique codant pour une proieine ou un polypeptide tels que definis 
dans I'une quelconque des revendications 1, 6 ou 9, dans des conditions appropriees 
5 permettant son expression, pour preparer une composition therapeutique ou 
prophylactique. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ladite 
composition est destinee au traitement de cancers. 

15. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en, ce que ladite 
10 composition est destinee a prevenir une deficience dans 1'elaboration du placenta ou a 

prevenir une deficience dans la fonnation naturelle de tout autre type de syncytia, ladite 
deficience etant associee a une pathologie 

16. Utilisation selon la revendication 13, 14 ou 15, caracterisee en ce que la 
composition est destinee a un traitement par therapie genique. 

1 7. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant un gene ou 
un acide nucleique ou un fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une 
proteine ou un polypeptide tels que definis dans Tune quelconque des revendications 1 a 
9. 

18. Composition selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'elle 

0 comprend en outre un promoteur heterology ou autologue, de preference heterology, 
pour ('expression de ladite proteine ou dudit polypeptide. 

19. Vecteur depression comprenant au moins un gene ou un acide 
nucleique ou un fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une proteine ou un 
polypeptide tels que definis dans I'une quelconque des revendications 1 a 9, et des 

1 elements necessaires a son expression dans une cellule hote. 

20. Cellule hole comprenant au moins un vecteur selon la revendication 19. 

21. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant au moins un 
vecteur d'expression selon la revendication 19. 

22. Utilisation d'une composition selon I'une quelconque des 
revendications .7. 18 et .9, pour I'obtention d'un medicament destine au traitement de 
cancers par destruction des cellules cancereuses au moyen de la fonnation de syncytia 
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d " une position selon J^e quelconque- des 
..^ci5onrT7; ,8 ^po^^S^T^^ ^T^S* 
deficience dans .-elaboration du p.acen«a ou a prevenir une deficience dans .a fonnation 
naturel.e de tout autre type de syncytia, ladi.e deficience etant associee a une patho.ogie. 

24. Utilisation d'une proteine ou d'un polypeptide tel que defini dans fune 
quelconque des indications . a 9 dans un vecteur de therapie genique, .edit vecteur 
de therap,e genique comprenant, entre autres, une proteine ou un polypeptide te. que 
defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 9. 

25. Vecteur de therapie genique comprenant une proteine ou un 
polypeptide tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 9. 

26. Vecteur selon la indication 25, choisi parmi un vecteur retroviral de 
type MLV, un vecteur lentiviral pseudotypes par une proteine ou un polypeptide tel que 
defim dans 1'une quelconque des revendications 1 a 9, un vecteur synthetique. 

27. Composition therapeutique comprenant, entre autres, un vecteur de 
therapie tel que defini dans Tune des revendications 25 e«26 et une sequence d'acide 
nucleique ou un oligonucleotide anti-sens. 

28. Composition therapeutique comprenant, entre autres, un vecteur de 
therapie ,e. que defini dans Tune des revendications 25 e, 26 et un gene d'interet 
therapeutique. 

29. Cellule exprimant une proteine ou un polypeptide tel que defini dans 
I une quelconque des revendications I a 9. 

30. Utilisation d'une cellule selon la indication 29, comme vecteur 

cellulaire. 

3 1 Composition therapeutique comprenant, entre autres, une cellule ou 
vecteur cellulaire tel que defini dans les revendications 29 et 30. 

32. Precede pour la selection de drogues ou substances medicamenteuses 
ou de systemes gene/pro-drogue susceptib.es d'imervenir qualita.ivement e«/ou 
quanftativement sur le pouvoir fitsogene d'une proteine ou d'un poypeptide ,e. que 
defin, dans Tune quelconque des revendications I a 9. selon .eque. on me, en contact 
ladue drogue ou substance medicamenteuse ou .edit systeme gene/pro-drogue avec des 
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Un£ «""*» - Peptide te, Que del " "T- d ' 3Cide " UC '*«" codam pour 

10 NO ,. recepteur de la proteine definie en SEQ id 

35. Composition therapeutic c,i 

— - **, Pand un 2 n a revend ~ - <— au 

^»™ rMaireoum ^ " 0 ^. - -.corps polyclonai , un 

Mt — du r ece pteu de W S T"* ^ «*-L 

3o-C ompositiontfe ^^--^-fflQlDM,:,. 

« codan, pour un uZT^ 1 ' *» 
- so US „ ^ des 

vlv o. "^essaires pour assurer son »~ 

urer son expression //? 

» I"*. ^r^^ 1 ***" C ° mPrenant ^ - ,e r ecep teur de „ 

Proline identic e„ SEQ ID NO 1 de I *~ ** e *- h 

Q etacon constitutive ouinduite. 
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Figure XXX. Schema et caracterisation des Env HERV-W chimeres. 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> BIO MERIEUX 

<120> Precede de detection de 1' expression d'une proteine 
d'enveloppe d ' un retrovirus endogene humain et 
utilisations d'un gene codant pour cette proteine 

<13 0> Pouvoir fusogene de env de ERV-W 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 538 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Met Ala Leu Pro Tyr His He Phe Leu Phe Thr Val Leu Leu Pro Ser 
1 5 io 15 

Phe Thr Leu Thr Ala Pro Pro Pro Cys Arg Cys Met Thr Ser Ser Ser 
20 25 30 

Pro Tyr Gin Glu Phe Leu Trp Arg Met Gin Arg Pro Gly Asn He Asp 
35 40 45 

Ala Pro Ser Tyr Arg Ser Leu Ser Lys Gly Thr Pro Thr Phe Thr Ala 
50 55 60 

His Thr His Met Pro Arg Asn Cys Tyr His Ser Ala Thr Leu Cys Met 
65 70 75 80 

His Ala Asn Thr His Tyr Trp Thr Gly Lys Met He Asn Pro Ser Cys 

85 90 95 
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Pro Gly Gly Leu Gly Val Thr Val Cys Trp Thr Tyr Phe Thr Gin Thr 
100 105 110 

Gly Met Ser Asp Gly Gly Gly Val Gin Asp Gin Ala Arg Glu Lys His 
115 120 125 

Val Lys Glu Val He Ser Gin Leu Thr Arg Val His Gly Thr Ser Ser 
130 135 140 

Pro Tyr Lys Gly Leu Asp Leu Ser Lys Leu His Glu Thr Leu Arg Thr 
145 150 155 i 60 

His Thr Arg Leu Val Ser Leu Phe Asn Thr Thr Leu Thr Gly Leu His 
I 65 170 175 

Glu Val Ser Ala Gin Asn Pro Thr Asn Cys Trp He Cys Leu Pro Leu 
I 80 185 190 

Asn Phe Arg Pro Tyr Val Ser He Pro Val Pro Glu Gin Trp Asn Asn 
19S 2 oo 205 

Phe Ser Thr Glu He Asn Thr Thr Ser Val Leu Val Gly Pro Leu Val 
210 215 220 

Ser Asn Leu Glu He Thr His Thr Ser Asn Leu Thr Cys Val Lys Phe 
225 230 235 240 

Ser Asn Thr Thr Tyr Thr Thr Asn Ser Gin Cys He Arg Trp Val Thr 
245 250 255 

Pro Pro Thr Gin He Val Cys Leu Pro Ser Gly He Phe Phe Val Cys 
260 265 270 

Gly Thr Ser Ala Tyr Arg Cys Leu Asn Gly Ser Ser Glu Ser Met Cys 
275 280 285 

Phe Leu Ser Phe Leu Val Pro Pro Met Thr He Tyr Thr Glu Gin Asp 
290 295 300 
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Leu Tyr Ser Tyr Val lie Ser Lys Pro Arg Asn Lys Arg Val Pro lie 
305 310 315 320 

Leu Pro Phe Val He Gly Ala Gly Val Leu Gly Ala Leu Gly Thr Gly 
5 325 330 335 

lie Gly Gly He Thr Thr Ser Thr Gin Phe Tyr Tyr Lys Leu Ser Gin 
340 345 3 50 

10 Glu Leu Asn Gly Asp Met Glu Arg Val Ala Asp Ser Leu Val Thr Leu 
355 360 365 

Gin Asp Gin Leu Asn Ser Leu Ala Ala Val Val Leu Gin Asn Arg Arg 
370 375 380 

15 

Ala Leu Asp Leu Leu Thr Ala Glu Arg Gly Gly Thr Cys Leu Phe Leu 
385 390 395 400 

Gly Glu Glu Cys Cys Tyr Tyr Val Asn Gin Ser Gly He Val Thr Glu 
405 410 415 

Lys Val Lys Glu He Arg Asp Arg He Gin Arg Arg Ala Glu Glu Leu 
420 425 430 

Arg Asn Thr Gly Pro Trp Gly Leu Leu Ser Gin Trp Met Pro Trp He 
435 440 445 

Leu Pro Phe Leu Gly Pro Leu Ala Ala He He Leu Leu Leu Leu Phe 
450 455 46Q 

Gly Pro Cys He Phe Asn Leu Leu Val Asn Phe Val Ser Ser Arg He 
465 470 475 480 

Glu Ala Val Lys Leu Gin Met Glu Pro Lys Met Gin Ser Lys Thr Lys 
485 490 495 

He Tyr Arg Arg Pro Leu Asp Arg Pro Ala Ser Pro Arg Ser Asp Val 
500 505 510 

Asn Asp He Lys Gly Thr Pro Pro Glu Glu He Ser Ala Ala Gin Pro 
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515 



520 



525 



Leu Leu Arg Pro Asn Ser Ala Gly Ser Ser 
530 535 



<210> 2 
<211> 2781 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

atgggagctg ttttcatgct atttcactct 
catgtttctt acggctcgag ctgagctttt 
accgcagacc tgccgctgac tcccatccct 
tgatccagcg aggcgcccat tgccgctccc 
cacggctaag tgcctgggtt tgttctaatt 
ttctcttctg tgacccacgg cttctaatag 
tccattcctt ggaatccgtg aggccaagaa 
catcttggaa gcggcctgct accatcttgg 
tgagcaagga ccccccggta acattttggc 
cctgggaagg accctaccca gtcattttat 
tggagtcttg gatacatcac acttgagtca 
atccaggaga caacgctagc tattcctgtg 
aacaacaacc aggaggaaag taactaaaat 
tttttctctt tactgttctt ttaccctctt 
gtatgaccag tagctcccct taccaagagt 
ttgatgcccc atcgtatagg agtctttcta 
atatgccccg caactgctat cactctgcca 
ggacaggaaa aatgattaat cctagttgtc 
cttacttcac ccaaactggt atgtctgatg 
aacatgtaaa agaagtaatc tcccaactca 
aaggactaga tctctcaaaa ctacatgaaa 
tatttaatac caccctcact gggctccatg 
ggatatgcct ccccctgaac ttcaggccat 
acaacttcag cacagaaata aacaccactt 
tggaaataac ccatacctca aacctcacct 
ccaactccca atgcatcagg tgggtaactc 
gaatattttt tgtctgtggt acctcagcct 



attaaatctt gcaactgcac tcttctggtc 60 
gctcaccgtc caccactgct gtttgccacc 120 
ctggatcctg cagggtgtcc gctgtgctcc 180 
aattgggcta aaggcttgcc attgttcctg 240 
gagctgaaca ctagtcactg ggttccatgg 300 
aactataaca cttaccacat ggcccaagat 360 
ctccaggtca gagaatacga ggcttgccac 420 
aagtggttca ccaccatctt gggagctctg 480 
aaccacgaac ggacatccaa agtgatacat 540 
ctaccccaac tgcggttaaa gtggctggag 600 
aatcctggat actgccaaag gaacctgaaa 660 
aacctctaga ggatttgcgc ctgctcttca 720 
cataaatccc catggccctc ccttatcata 780 
tcactctcac tgcaccccct ccatgccgct 840 
ttctatggag aatgcagcgt cccggaaata 900 
agggaacccc caccttcact gcccacaccc 960 
ctctttgcat gcatgcaaat actcattatt 1020 
ctggaggact tggagtcact gtctgttgga 1080 
ggggtggagt tcaagatcag gcaagagaaa 1140 
cccgggtaca tggcacctct agcccctaca 1200 
ccctccgtac ccatactcgc ctggtaagcc 1260 
aggtctcggc ccaaaaccct actaactgtt 1320 
atgtttcaat ccctgtacct gaacaatgga 1380 
ccgttttagt aggacctctt gtttccaatc 14 40 
gtgtaaaatt tagcaatact acatacacaa 1500 
ctcccacaca aatagtctgc ctaccctcag 1560 
atcgttgttt gaatggctct tcagaatcta 1620 
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tgtgcttcct ctcattctta gtgcccccta 
gttatgtcat atctaagccc cgcaacaaaa 
cgggagtgct aggtgcacta ggtactggca 
actacaaact atctcaagaa ctaaatgggg 
ccttgcaaga tcagcttaac tccctagcag 
acttgctaac cgctgaaaga gggggaacct 
atgttaatca atccggaatc gtcactgaga 
gtagagcaga ggagcttcga aacactggac 
ggattctccc cttcttagga cctctagcag 
gtatctttaa cctccttgtt aactttgtct 
tggagcccaa gatgcagtcc aagactaaga 
gcccacgatc tgatgttaat gacatcaaag 
aacctctact acgccccaat tcagcaggaa 
caacagcact taggttttcc tgttgagatg 
cctaggctga ctaagaatcc ctaagcctag 
acggggcttg caacttagct cacacctgac 
ggcaaagaca ggaggtaaag aaatagccaa 
gacaatgatc gggatataaa cccaagtctt 
ccctcccttt gtatgggagc tctgttttca 
gcaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 



tgaccatcta cactgaacaa gatttataca 1680 
gagtacccat tcttcctttt gttataggag 1740 
ttggcggtat cacaacctct actcagttct 1800 
acatggaacg ggtcgccgac tccctggtca 1860 
cagtagtcct tcaaaatcga agagctttag 1920 
gtttattttt aggggaagaa tgctgttatt 1980 
aagttaaaga aattcgagat cgaatacaac 2040 
cctggggcct cctcagccaa tggatgccct 2100 
ctataatatt gctactcctc tttggaccct 2160 
cttccagaat cgaagctgta aaactacaaa 2220 
tctaccgcag acccctggac cggcctgcta 2280 
gcacccctcc tgaggaaatc tcagctgcac 2340 
gcagttagag cggtcgtcgg ccaacctccc 2400 
ggggactgag agacaggact agctggattt 2460 
ctgggaaggt gaccacatcc acctttaaac 2520 
caatcagaga gctcactaaa atgctaatta 2580 
tcatctattg cctgagagca cagcaggagg 2 64 0 
cgagccggca acggcaaccc cctttgggtc 2700 
tgctatttca ctctattaaa tcttgcaact 2760 

2781 
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